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Presentacion 



r\ lo largo de los 16 articulos que componen este libra, estudiantes, docentes e 
investigadores de la Facultad de Agronomfa de la Universidad Nacional de Colom- 
bia (sede Bogota, D.C.) y del Centra Internacional de Agricultura Tropical, CIAT 
(Palmira) muestran experiencias y resultados logrados durante \r>~, ultimos afios 
de trabajo con nematodos entomoparasitos en Colombia. 

La organizacion tematica del texto en cada uno de los capituios y articulos busca 
ilustrar al lector sobre procedimientos basicos de trat^io e investigacion con 
nematodos entomoparasitos, en temas relacionados ccv. el registro de especies, 
estudios de biologia y ecologfa basica y evaluacion 1°. parasitismo sobre insectos 
de importancia economica en Colombia, como Mncongnatha scarabaeoides, 
Anomala cincta, Anomala orientalis, Clavipalpcs ursinus, Cyrtomenus bergi, 
Phyllophaga anxia, Phyllophaga fusca, Phy,'.'o,',haga menetriesi, Premnotrypes 
vorax, Spodoptera spp., y Tecia solanivora cntre otros, que llevan a proponer 
pautas y procedimientos basicos para estudios de escalamiento masivo y evaluacion 
de la eficiencia en campo, con el animo 1e rnotivar el interes por investigar, trabajar 
e integrar este interesante grupo de organismos, a programas de manejo biologico 
de insectos de importancia agropecuaria en Colombia. 

A 



Jni 



Los articulos presentados por Ic. Jniversidad Nacional de Colombia corresponden 
a los apartes de algunas tesis de pregrado y posgrado del grupo de trabajo en 
Control biologico (Facultad de Agronomia), bajo la direccion del profesor Jesus 
Emilio Luque Z. y el bio.ngo Julio Cesar Parada S., y del grupo Microorganismos 
del suelo, a cargo de io profesora Jimena Sanchez N. (Departamento de Biologia 
de la sede). Dichos ' f^bajos en la Facultad de Agronomia se han hecho merecedores 
a la calificacion de "Tesis Meritoria". 
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Para el desarrc'lo de las investigaciones se ha contado con recursos de la Direccion 
Nacional do Investigaciones de la universidad Nacional de Colombia (DINAIN), del 
Ministerio de Agricultura (Plan de Emergencia para el control de Tecia solanivora 
a traves de Fedepapa y de Cevipapa), con recursos de Colciencias dentro del 
marco del proyecto Colciencias-Fedepapa y particularmente del Proyecto 
Conciencias-Universidad Nacional de Colombia, Codigo 1101-07-14930; Contrato 
475-2003, bajo la coordinacion del profesor Wilson Piedrahita C. 

La informacion presentada por el CIAT (Palmira), corresponde a investigaciones 
tendientes a la busqueda de alternativas biologicas para el control de Cyrtomenus 



bergi, iniciadas hacia los anos 80 y aquella realizadas dentro del Proyecto de 
Control Integrado de Plagas Subterraneas en Sur America, con el auspicio del 
gobierno Aleman, bajo la direccion del doctor Anthony C. Bellotti (li'der), Andreas 
Gaigl (jefe de proyecto) y Elsa Liliana Melo (asistente de investigacion), y con la 
colaboracion de Juan Carlos Lopez N. (Cenicafe), Julio Cesar Parada S.(Universidad 
Nacional de Colombia), Ralph-Udo Ehlers y Alper Susurluk (Instituto de 
Fitopatologfa, Departamento de Biotecnologia y Control Biologico, Universidad de 
Kiel), y la doctora Patricia Stock (Universidad de Arizona) y Christiam Borgemeister. 

Los autores del libro han socializado estos resultados en even'Xo nacionales e 
internacionales, como los congresos de la Sociedad Colombians de Entomologia 
(Socolen) (2000 a 2005); I y II taller "Plan estrategico i_^ra el manejo de T. 
solanivora en Colombia (1998 y 2003); seminarios internes como "Perspectivas 
sobre nematodos fitopatogenos y entomoparasitos en Co'ornbia" (1997), "Segundo 
seminario de nematodos entomoparasitos" (1999), "Nematodos entomoparasitos 
una alternativa MIP" (2001), Potencial biotecnolc(,ico de microorganismos en 
ecosistemas naturales y agroecosistemas, (20041, i Simposio latinoamericano de 
hongos y nematodos entomoparasitos, en Brasil 2003 y XVI Congreso 
latinoamericano y XII Congreso colombiano 1e la ciencia del suelo (2004). 

Centrando el interes en la divulgacion ^e conocimiento sobre los nematodos 
entomoparasitos, y con el apoyo de la c acultad de Agronomfa de la Universidad 
Nacional de Colombia, sede Bogotc, \/arios de los autores han organizado dos 
versiones del "Curso taller sobre nr-.matodos entomoparasitos" en los anos 1999 y 
2002, con la participacion investigadores de Corpoica, Cenicafe, Cenipalma, Ciat 
y Pecet Antioquia, ademas de ^.otudiantes, tecnicos, productores, profesionales y 
especialistas de reconocidas ^gremiaciones y empresas privadas productoras de 
agroqui'micos y productos biologicos en Colombia. 

Nematodos entomoparasitos, Experiencias y perspectivas es entonces un selecto 
compilado de trabajos realizados en Colombia por investigadores de la Universidad 
Nacional de Colc.v.oia y del Centro Internacional de Agricultura Tropical (CIAT- 
Palmira), que a Graves de sus experiencias logran un acercamiento a la realidad de 
uso de estcs erganismos y a su vez pretenden mejorar y concretar perspectivas 
de uso de los nematodos entomoparasitos por parte de los productores agricolas 
y pecuarios en Colombia. 

Autores y editores agradecen la revision de los manuscritos al Doctor Daniel Uribe 
V., Profesor del Instituto de Biotecnologi'a de la Universidad Nacional de Colombia, 
y al Dr. Dario Corredor P., del Centro de Excelencia Fitosanitaria del Instituto 
Colombiano Agropecuario-ICA. 

Los editores 
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Steinernematidae en Cundinamarca 
y sur de Boyaca, Colombia 1 

Parada J. C* 

Resumen 

Se reportan siete especies nativas de nematodos entemoparasitos, 
aisladas de suelos en areas productoras de Papa (Solanum spp.), en 
municipios de los departamentos de Cundinamarca y sur de Boyaca, 
en Colombia. La extraccion de los nematodos re realizo mediante el 
uso de insectos trampa en suelo, con larva? de Galleria mellonella, 
Achroia grisella y Tecia solanivora, asf ccno tambien de insectos 
colectados durante los muestreos. Tras pn;toas de hibridacion y estudio 
morfometrico, se identificaron en la familia Steinernematidae las 
especies Steinernema carpocap~ai, S. cubanum, S. feltiae, S. 
intermedium, S. neocurtillae, S. puertoricense y S. riobrave. Se hallaron 
parasitadas naturalmente larv«is de los Lepidoptera: Gelechiidae T. 
solanivora y Pthorimaea ope'culella, y del Noctuiidae Agrotis ipsilon, 
ademas de Premnotrypes \orax (Coleoptera: Curculionidae), todos 
dentro de galenas en tuberculos de Solanum phureja y S. tuberosum. 
Cinco especies estan oresentes tanto en habitat natural como cultivado, 
siendo unicas en habitat cultivado S. carpocapsae y S. riobrave. 

Palabras clav.-: nematodos entomoparasitos, Solanum phureja, 
Solanum tuberosum, Steinernema, S. carpocapsae, S. cubanum, S. 
feltiae, S. intermedium, S. neocurtillae, S. puertoricense, S. riobrave. 



1 Apartes de la tesis de M. Sc, Entomologia, Escuela de Postgrado, Facultad de Agronomfa, U. 
N., sede Bogota. 

* Biologo M. Sc, Entomologia. Estudiante Ph. D., Escuela de Postgrado, Facultad de 
Agronomfa U. N., Bogota, D.C. insectsyco@icqmail.com 
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Introduction 

Los nematodos entomoparasitos son una excelente alternativa como 
agentes de control de insectos daninos comunmente reportados en 
suelo, por condiciones de facil produccion, aplicabilidad y adaptabilidad 
en campo, amplio rango y relativa muerte rapida de hospedantes (48 
horas) (Stock, 1998), seguridad para el ambiente y vertebr^os, accion 
sinergica con otros parasitos, patogenos (Kaya y Koppcvhofer, 1999) 
y compatibilidad con agentes quimicos, junto con la buena capacidad 
de busqueda de organismos bianco, incluyendo aquellos de habitat 
crfptico. 

Tetradonematidae, Allantonematidae, Sphaeruliidae, Phaenop- 
sitylenchidae, Mermithidae, Heterorhabdit'dae y Steinernematidae son 
algunas de las familias en que se 3grupan los nematodos ento- 
moparasitos, que presentan asociacicnes con insectos como foresis, 
parasitismo obligado o facultp.tivo, causando patologias en los 
hospedantes como esteriliiacion, reduccion de la capacidad 
reproductiva, de vuelo, retraso en el desarrollo y disfunciones en el 
comportamiento, fisiolog^ y morfologia (Stock, 1998; Kaya y 
Koppenhofer, 1999). 

Los nematodos entomoparasitos de la familia Steinernematidae han 
sido satisfactoriamerite aplicados en el control de insectos daninos en 
Estados Unido-, y la Union Europea, destacandose Steinernema 
carpocapsae < Weisser, 1955), S. feltiae (Filipjev, 1934) y S. riobravis 
(Cabanilla.-,, Poinar & Raulston, 1994) como las de mejor accion en 
condiciones de campo (Ehlers, 2001). En Colombia y otros pafses de 
America del Sur han sido poco explorados, debido principalmente a la 
falta de informacion acerca de la identificacion y distribucion de las 
especies nativas, base para la seleccion de cepas eficaces en programas 
de control de artropodos y hexapodos de importancia medica, agricola 
y veterinaria. El objetivo del presente estudio fue identificar las especies 
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nativas de nematodos entomoparasitos de la familia Steinernematidae, 
asociadas a insectos y presentes en suelos de esta importante zona 
agricola y que podrian ser incorporadas como agentes de control 
biologico en cultivos de la region andina. 

Materiales y metodos 

Area de estudio 

Se localizo entre los 2.500 y 3.610 metros de altura, en lo que 
corresponde a la zona de mayor produccion de papa en los municipios 
de Zipaquira (Zip), Villapinzon (ViP), Usme (Usm), Une (Une), Ubate 
(Uba), Tausa (Tau), Subachoque (Sub), Sesq-jile (Ses), Centros de 
investigacion ICA-Soacha (SJ) y Marengo UN. en Mosquera (Mar), 
Lenguazaque (Len), Guatavita (Guat), Guasca (Guas), Choconta (Cho), 
Chipaque (Chi), Cogua (Cog), Carmen c't. Carupa (CaC) y San Bernardo- 
Arbelaez (Abz) en Cundinamarca y de Arcabuco (Arc), Chiquinquira 
(Chi), Motavita (Mot) y Ventaquemada (Ven) en Boyaca. 

Se establecieron dos altitudes por municipio: altitud 1: ±2.700 metros 
y altitud 2: ±3.000 metres. En cada una se seleccionaron areas 
sembradas con Solarium spp., Ilamados habitat cultivados (He), y areas 
como franjas o parches de bosque nativo denominados habitat natu- 
rales (Hn). Los hab'tat cultivados se caracterizaron por la presencia de 
plantas de Solarium phureja o S. tuberosum, en periodos de desarrollo 
entre emergercia y cosecha. El habitat natural se distinguio por parches 
de Bosque -!umedo Montano, conformados generalmente por 
vegetacion <Je encenillo (Weinmania sp.), tunos (Miconia sp.) , chile 
(Hypericum sp.), pega mosco (Befaria sp); formaciones de pajonal- 
chuscal con vegetacion de Swallenochloa sp., Tesselata sp., Cortaderia 
sp., Calamagrostis sp., Espeletia sp. Asi mismo, formaciones de turberas 
con vegetacion de Cortaderia sp., Gregia sp., Sphagnum spp., Espeletia 
spp., Hypericum sp., y formaciones de bosque de matorrales con Hy- 
pericum sp., Ageratina sp. y Pentacalia sp., entre otros. 
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Muestreo 

Se colectaron insectos cuyos movimientos eran muy lentos, o cadaveres 
con coloraciones amarillo a crema oscuro, de consistencia blanda, pero 
no putrefacta, e inodora. Los ejemplares colectados se almacenaron y 
transportaron en frascos de vidrio refrigerados, con solucion tipo Ringer 
(Stock, 1998). 

Para muestras de suelo, por habitat se siguieron dos tranr-ectos con 10 
puntos de muestreo distanciados cada 10 metros, conformando cada 
punto de muestreo con cinco submuestras. Las submuestras fueron 
tomadas con pala de mano entre 25 y 35 cm de prc f undidad, colectando 
300 g de suelo, aproximadamente, que al mezclarlo se logro una 
cantidad cercana a los 1.500 g de suelo por punto de muestreo. Du- 
rante cada labor de muestreo se regis'ro pH y temperatura. Las 
muestras se transportaron bajo refngeracion, en bolsas plasticas 
marcadas con codigos de muestra, conformados por el acronimo 
MunlHx ; donde Mun = abreviatura del nombre del municipio (ej., Zip 
= Zipaquira), 1= minima altitid c 2 = maxima altitud; Hn = habitat 
natural 6 He = habitat cultivado. 

Aislamiento de los nematodes 

Los insectos infectados naturalmente por nematodos se dispusieron 
en camaras de maduracion y White (Stock, 1998). A medida que los JI 
emergieron se trasladaron a cajas plasticas con 100 g de arena de no 
esteril, en las cities se expusieron larvas de los lepidopteros: Pyralidae 
Galleria meUcnella y Achroia grisella, ademas de T. solanivora. 
Diariame^i ^ los montajes se observaron para identificar sintomas de 
parasitismo, ademas de disectar algunos ejemplares para verificar la 
presencia de nematodos. A partir del cuarto dia, las larvas muertas se 
dispusieron en cajas de maduracion y White para recuperacion de JI. 
Las muestras de suelo fueron procesadas a traves de la tecnica del 
insecto trampa (Bedding y Arkhust, 1975). Para este proposito se 
liberaron 20 larvas de G. mellonella, A. grisella y T. solanivora en 100 
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g de suelo de los diferentes muestreos. Los montajes se dispusieron 
en bolsas plasticas negras y se almacenaron a 20 °C y 75% de HR. A 
partirdel cuarto dia dealmacenamiento, las larvas muertas se retiraron 
y se dispusieron en trampas de maduracion y White. 

Por tecnicas de cria in vivo (Stock, 1998) las poblaciones se 
incrementaron sobre larvas G. mellonella, a partir de JI obt^.nidos tanto 
de material biologico como del suelo. El material de j'jvynil infectivo 
(JI) se almaceno vivo en agua destilada esteril con Triton® X-100 (Bed- 
ding y Arkhust, 1975) y arena de no, dentro de cajuS de Petri de 100 
x 15, en concentraciones de 10 4 -10 5 JI/ ml, entre 14 y 18 °C. 

W 

Los adultos y JI de la primera generacion para estudio morfometrico 

se fijaron en TAF, en bano maria a 75 °C, y se preservaron en glicerina 
segun el procedimiento de evaporacion etanol-glicerol de Seinhorst, 
siendo posteriormente organizados en laminas tipo Cobb (Stock, 1998). 
Las espfculas y los gubernacu'um de los machos de la primera 
generacion fueron extraidos, exponlendo los especimenes a acido lactico 
al 45% entre 24 y 48 horas y fueron procesadas para ser analizadas 
bajo el microscopio. 
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Identificacion de ncrr.atodos 

Ademas de tener en cuenta la patologia causada al hospedante, en la 
clasificacion a nive! de orden, familia y genero se usaron claves 
taxonomicas pa>a adultos y juveniles infectivos, propuestas por Nguyen 
& Smart (1996) y Stock (1998). 

Para la identificacion a nivel especffico, y basados en el concepto de 
aislamiento reproductivo, se adelantaron pruebas de retrocruce, 
siguiendo los procedimientos citados por Stock (1995) y Nguyen & 
Smart (1990). Se entrecruzaron poblaciones aisladas de los muestreos 
con poblaciones de S. feltiae, obtenidas del municipio de Villapinzon 
por Saenz A., e identificado por S. P Stock en UC- Davis (Saenz, 1998). 
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Durante el montaje, dos gotas de hemolinfa de G. mellonella se ubicaron 
a un centimetro de distancia sobre laminas de vidrio dentro de cajas 
de Petri, liberando inmediatamente en una gota 10 JI de un aislamiento 
y en otra 10 JI de S. feltiae. Todo el montaje se deposito y almaceno 
bajo completa oscuridad, a 20 °C, replicando cada tratamiento 15 veces. 
En cinco replicas, los nematodos se observaron diariamente hasta 
distinguir machos y hembras, los cuales se entrecruzaron on cajas de 
Petri con hemolinfa y en cinco replicas mas se descartcvon machos y 
hembras por cada poblacion. Los nematodos fuercn observados 
diariamente por una hora, con el fin de verificar si hau f a copula, postura 
de huevos o presencia de JI. Tanto JI de S. feltiae :omo del aislamiento 
en prueba fueron mantenidas en cajas separc.oias a manera de con- 
trol. Pruebas con generaciones fertiles se consideraron como 
aislamientos coespecificos, mientras que ks pruebas sin generaciones 
fertiles se organizaron como poblacioptjs no coespecificos. 

En cada aislamiento coespecifico obcenido se registraron medidas en 
micras de JI y adultos, usando microscopio Carl Zeiss-3000 equipado 
con ocular micrometrico 16x, y software para captura de imagenes. 
Para ello se escogieron carv„teres morfologicos basicamente del ma- 
cho y juvenil infectivo, esti ucturas de valor diagnostico en este grupo 
(Hominick, etai, 1997^), entre las que cabe citar en JI: L = largo total 
del cuerpo, W = ^ncno maximo del cuerpo, EP = distancia de la 
terminacion mas anterior al poro excretor, NR = distancia de la 
terminacion ma^ anterior al anillo nervioso, ES = longitud del esofago, 
T = largo de k: cola, %A = (L/W), %B = L/ES, %C = L/T, %D = EP/ES 
x 100, %C ■--■ EP/T x 100. En machos: SL = longitud de la espfcula de la 
cabeza a la punta en linea recta, SW = longitud de la espfcula en la 
curvatura, de la cabeza a la punta: proporcion (SL/SW), LG = longitud 
del gubernaculum, GS = LG/Lsp., MUC = presencia o ausencia de mucron. 

Por analisis de componentes principales (PCA) se examino la agrupacion 
general de los individuos, analizados en variables morfometricas en 



16 

machos de primera generacion y juveniles infectivos. Del mismo modo, 
las agrupaciones discriminadas se confrontaron con material de 
paratipos, de la coleccion de nematodos del Departamento de 
Nematologia de la Universidad de California, en Davis-CA, 
correspondiente a S. neocurtillis, (Paratype, 1 male, UCDN 5978; 
Paratype, 1 female, UCDN 2977), S. oregonense (Voucher specimens, 
3 males), S. cubanum (Paratype, 1 male, 1 female), 5. (jlaseri, S. 
carpocapsae (cepa Agriotos) y S. riobrave (Voucher speerv.^ns, 5 males, 
Fl, cepa TX), e informacion de S. feltiae cepa native. 

o- 

Resultados y discusion 

La tecnica de insecto cebo con G. mellon^'la y A. grisella mostro que 
del 100% de los nematodos que se osociaron a estos insectos, un 
55% de la poblacion correspondio a especies de la familia Steiner- 
nematidae y el 45% restante se uLico dentro del orden Rhabditida, 
familias Rhabditonematidae y Rhdbditidae, principalmente. Pruebas 
de retrocruce, asf como los estLdios morfologicos y morfometricos de 
los esteinernematidos, cov:'irmaron la presencia de las especies 
Steinernema carpocapsae (Weiser, 1955) Wouts, Mracek, Gerdin & 
Bedding, 1982; S. cuhanum Mracek, Hernandez & Boemare, 1994; S. 
feltiae (Filipjev, 193^) Wouts, Mracek. Gerdin & Bedding, 1982; S. 
intermedium (Polnai, 1985) Mamiya, 1988; S. neocurtillae Nguyen & 
Smart, 1992; S. puertoricense Roman & Figueroa, 1994 y S. riobrave 
Cabanillas, Pc:r,ar & Raulston, 1994. Durante las pruebas de retrocruce, 
el 63% de ios montajes con aislamientos de Steinernema resultaron 
positivos para S. feltiae y el 37% restante discrimino las demas especies. 

Con los aislamientos coespecificos del genero Steinernema se 
conformaron grupos de nematodos de acuerdo con la presencia o 
ausencia de mucron en los machos. Una tabulacion parcial de los PCA 
de especies con mucron muestra que para los machos el PCI explica el 
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69,1% de la variacion, y que los tres primeros componentes explican 
el 92,3%. Dentro de los juveniles infectivos, los tres primeros 
componentes toman el 87,06% de la variacion total (figura la). 
Considerando la interpretacion de los dos primeros componentes para 
los machos (figura lb), claramente se separan dos grupos a lo largo 
de PCI: todos los individuos de S. neocurtillae (c) y parte de S. feltiae 
(a) se localizaron en el area positiva, indicando el accte de los 
caracteres positivos en este componente. 

Algunos componentes de S. feltiae y todos los :ndividuos de S. 
carpocapsae (b) se ubican a lo largo del area ne^ativa, reflejo de los 
caracteres que menos aportan a S. feltiae. A lo largo de PC2 se 
distinguen dos grupos hacia el area negative 3. carpocapsae y el resto 
en la positiva. Observaciones similares s<- dan en los datos de juve- 
niles infectivos (figura IB), donde la Icngitud total (L) es el caracter 
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Figura 1. Analisis de componentes principales para Juveniles infectivos (A) y machos 
con mucron (B) de S. carpocapsae (b), S. feltiae (a) y S. neocurtillae (c). 
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mas influyente en PCI, a su vez la proporcion (A) y el caracter (EP) en 
PC2 y la proporcion (C) en PC3. 



En las demas especies los PCA mostraron que para machos el PCI 
explica el 56% de la variacion y los tres primeros componentes el 
90%. En los juveniles infectivos, los tres primeros componentes explican 
el 96% de la variacion total. Los demas componentes '.odrian ser 
evaluados del mismo modo, pero el porcentaje de variacon disminuye, 
haciendo cada vez mas dificil interpretar los atributos que separan los 
grupos. Considerando la interpretacion de los dos primeros 
componentes para los machos (figura 2), claran.°nte se separan dos 
grupos a lo largo de PCI: todos los individuos ne S. puertoricense (c) 
y S. intermedium (a) se localizaron en el aroa positiva, indicando el 
aporte de los caracteres positivos. Por su parte, S. cubanum (b) y 
todos los individuos de S. riobrave (d) se ubican a lo largo del area 
negativa, reflejo de los caracteres que menos aportan a S. intermedium. 
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Figura 2. Analisis de componentes principales para Juveniles infectivos (A) y machos 
sin mucron intermedium (a), S. puertoricense (c) y S. riobrave (d). 
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cubanum y el resto en la positiva. Observaciones similares se dan en 
los datos de juveniles infectivos (figura 2b), se distinguen dos 
agrupaciones basicas: S. cubanum (b) y parte de S. riobrave (d) a lo 
largo de PCI, mientras que en PC2 se agrupan S. intermedium (a), S. 
riobrave (d) y S. puertoricense (c) en el area mas negativa. 

De los 288 transectos trazados en los 24 municipios mucsf.-eados, el 
56% resulta positivo para nematodos entort.'jparasitos, 
correspondientes al habitat natural y cultivado. Se registran entre 1 y 
4 especies de nematodos entomoparasitos por municipio, contando 
con cuatro especies en Zipaquira y Guatavita; con ^as especies Carmen 
de Carupa, Choconta, Sesquile, Subachoque, T=iusa, Ubate, Arbelaez, 
Arcabuco y Chiquinquira; con dos especies Choachi, Lenguazaque, 
Soacha-ICA San Jorge, Une, Villapinzon, Usme y con una especie Cogua, 
Guasca, Mosquera-Marengo UN, Vent^quemada y Chipaque (anexos 
1, 2, 3y4). 
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Cinco especies de Steinernemctidae estan presentes tanto en habitat 
natural como cultivado, siendo unicas para el habitat cultivado las 
especies S. carpocapsae y .S. riobrave. Nematodos entomoparasitos 
se han reportado tanto on habitat natural por Stock (1995), Hominick 
y Briscoe (1995) y Miduturi eta/ (1996), como en habitat cultivado por 
Procter (1990), Gnffin et al. (1991), Zdener y Coetis, (1993) y Mason 
et al. (1995). La presencia en diferentes habitat puede ajustarse a 
hipotesis sobre r-.strategias de adaptacion, como la sugerida por Jhonson 
(1974) quien ceniendo en cuenta procesos susecionales, argumenta 
que los rhoDditidos pueden denominarse como estrategas tipo "r", que 
pueden competir tanto en habitat estables como disturbados, condicion 
de paisaje comun en la zona de estudio. De igual manera, la coincidencia 
en tiempo y espacio de hospedantes es un factor determinante para 
que los nematodos entomoparasitos sobrevivan en cierto habitat, 
condicion favorable en el area de muestreo, ya que los insectos plaga 
de la papa son de presencia comun, aun en epocas de baja produccion. 
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Aunque no se ha corroborado totalmente, el movimiento de nematodos 
entomoparasitos entre distintos habitat puede estar influenciado por 
las labores de cultivo, como el transports de semillas, las herramientas 
y los equipos usados para remover el suelo, y el riego, entre otros. 

Dentro del area de estudio, y de acuerdo con el numero de poblaciones 
colectadas, las especies S. feltiae, S. carpocapsae, S. intermedium, S. 
neocurtillae y S. puertoricense fueron las de mas amp'ia distribucion 
altitudinal, encontrandose entre los 2.496 y 3.495 metros sobre el 
nivel del mar. Las poblaciones de S. cubanum y S. tiobrave presentan 
rangos de distribucion angostos o puntuales. La mayoria de las 
poblaciones de las especies registradas en habitat natural estan 
presentes entre 2.900 y 3.400 metros, mienVas que la mayoria de las 
poblaciones de especies registradas en haoitat cultivado se presentan 
entre los 2.500 y 2.900 metros sobre tl nivel del mar. La distribucion 
altitudinal mostrada en estas especies, en habitat tan cercanos y de 
caracterfsticas tan particulares, posibilitana el reconocimiento de 
poblaciones con tendencias de distnbucion simpatrica (Adams, 1998). 
Este concepto, junto con la riqueza de especies aqui registrada, se 
ajustan a ciertas hipotesis r .omo las propuestas por Procter (1990), 
quien plantea que la rinueza, la diversidad trofica y de especies de 
nematodos tiende a ssr alta a medida que se incrementa la altitud, en 
ecosistemas de localizacion intertropical, pero de igual manera seran 
medidos en terrr.inoy de morfologia, calidad, manejo y uso de suelo. 

Segun las caracterfsticas de suelo muestreado, en suelo franco arenoso 
se aislaror ^species como S. feltiae, S. carpocapsae, S. intermedium , 
S. riobrave, S. puertoricense y S. neocurtillae; en suelo franco arcilloso 
se identificaron S. feltiae, S. carpocapsae, S. intermedium y S. 
cubanum; en suelo franco limoso se registraron S. feltiae, S. 
carpocapsae, S. intermedium , S. puertoricense y S. neocurtillae; en 
suelo franco arcillo limoso se aislaron S. feltiae y S. carpocapsae; y en 
suelo franco especies como S. feltiae, S. carpocapsae y S. neocurtillae. 
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Estos suelos registraron rangos de pH entre 4,1 y 6,9, pero con 
tendencia acida poco neutra: 4,1-5.1, y temperatura promedio de 15 
°C. La diferencia en el numero de especies portextura de suelo obedece, 
en parte, a la disminucion en el tamano del grano, en texturas franco 
limosas y franco arcillo limosas que presentan poros muy pequenos, 
que impiden el movimiento de los nematodos, Wallace (1958) citado 
por Nickle (1991), condicion acorde a la presentada en lor. i .uelos en el 
area de estudio. Sin embargo, las condiciones de ttnperatura y 
humedad presentes en suelo al momento del muestreo inciden sobre 
la localizacion de las poblaciones. De igual mar. era, aunque los 
procedimientos de recuperacion de las poblacionc c del suelo aseguran 
aproximadamente un 90% de exito en la oxt race ion, cabe toda 
posibilidad de error al dejar o eliminar poblaciones. 

De los 370 insectos colectados, 274 kwas se encontraron afectadas 
por nematodos entomoparasitos, especialmente larvas de los ordenes 
Lepidoptera, Coleoptera y Diptera, que se encontraron dentro de 
galenas en tuberculos de Solanum spp. Los 96 ejemplares restantes 
correspondieron a insectos adultos generalmente afectados por 
nematodos saprofagos del g^nero Rhabditis (Rhabditida: Rhabditidae) 
(Cuadro 1). De las larvis correspondientes al orden Lepidoptera se 
identificaron 105 como polilla guatemalteca T. solanivora, 62 como 
polilla gigante de la papa Pthorimaea operculella (Lepidoptera: 
Gelechiidae) y 14 como gusano tierrero negro Agrotis ipsilon 
(Lepidoptera: Noctuiidae). De las 52 larvas identificadas en el orden 
Coleoptera, 24 fueron larvas de cuarto instar del gusano bianco de la 
papa P. vonx y 28 chisas Ancongnatha scarabaeoides (Coleoptera: 
Melolonthidae). En el orden Diptera se identificaron 23 larvas como 
Liriomyza braziliensis (Diptera: Agromyzidae) y 18 larvas de quinto 
instar de Simulium simulium (Diptera: Simulidae). 

S. feltiae fue la especie que presento el mayor numero de especimenes 
recuperados de insectos en campo, principalmente en habitat cultivado, 
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Tabla 1. Especies de Steinernema aisladas de insectos colectados en campo. En 
parentesis ( ) numero de larvas parasitadas. S. = Steinernema 



Insectos 



Tecia sotanivora 



PittorimoiM fipereuleUa 

Agr&lis ip.tilon 
Premnotrypes vorax 

Anwngriutha 
scarabaeo i des 

Lfrivmyza braziliensis 
Siitiutium simr-tFiittrj 



CM]go dc 

mjcstra;' (No ) 

larvas pjrasLLadas 

ViplITcHp(40) 

Mot2HcHp<5) 

Cog]HcHp(2.1) 

SJlTTn(l2) 
ZiplHcHp(15) 

MarlHcHp(lO) 

Uha2HcHp(27) 
ZiplHcHp(32) 
LenlHcHpp) 

Mar]llcF[p{9) 

Mot2HcHp(ll) 
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CholHcHp(23> . 
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Especies 

S. jettiae 

S. feltiae 

S. Jblfiae 

S. jkltitie 
carpo ctrpst&\ 
carpocaprc? 

5. feltiae 

S. fefriae 
carb^apsae 
carpocapsae 

S. feltiae 

2. fettiae 

S, Jeltiae 
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al encontrarse en 80 larvas de T. solanivora, 59 de P. operculella, 18 
de L. brasiliensis y 24 de P. vorax, todos reportados como insectos de 
importancia agrfcola para el vJtivo (Landazabal etal, 1973; Rodriguez, 
1986 Garzon y Aza, 1994); solo 12 larvas de T. solanivora se colectaron 
en el habitat natural del centra experimental San Jorge-ICA, en Soacha, 
Cundinamarca (SJlHr.)- Por su parte, S. carpocapsae se encontro en 
25 larvas de T. solanivora, 3 de P. operculella, 9 de A. ipsilon y 5 de A. 



scarabaeoides 
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De las espec'es de insectos reportados en Colombia como hospedantes 
naturales de nematodos entomoparasitos, solo P. vorax ha sido 
reportada para nematodos del genera Steinernema sp., (Parada, etal, 
1998) en areas cultivadas con Solanum sp., en el municipio del Rosal, 
Cundinamarca; especies de chisas del genero Phyllophaga 
(Melolonthidae) han sido reportadas en el oriente antioqueno, afectadas 
con nematodos de la especie S. carpocapsae (Londono, 1999). Las 
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otras especies se constituyen como primeros reportes de hospedantes 
naturales para el pais, junto con las especies de nematodos 
entomoparasitos que los afectan. 

El mayor numero de aislamientos de nematodos entomoparasitos 
corresponde a estados larvales de insectos y no a los adultos, 
posiblemente por las condiciones de habitat criptico que ^cupan las 
larvas de insectos de estas especies bajo condiciones rviurales; esto 
favorece la supervivencia de los nematodos y su parasitismo, pues las 
condiciones de baja humedad, altas temperatures y aumento de 
radiacion ultravioleta a la que estan expuestos los 'nsectos adultos son 
detrimentales para los nematodos entomoparasitos (Kaya y 
Koppenhafer, 1999). 

El hallazgo de nematodos entomoperasitos afectando insectos en 
campo, no solo da razon de las poblaciones de nematodos 
entomoparasitos presentes en sueio, sino de su alta capacidad de 
busqueda sobre insectos con comportamientos de habitat ocultos o 
cripticos, como las larvas de T. solanivora y P. vorax, las cuales 
construyen galenas en los tuoerculos de Solanum spp, obstaculos contra 
el ataque de patogenos / aepredadores. Pero a su vez, la humedad en 
las galenas y las "huellas" dejadas por sus deyecciones, son las senales 
para ser detectadas por los juveniles infectivos de nematodos 
entomoparasitos ( Stock, 1998). 

Es conveniente enfocar tareas de registro biologico en areas de 
importance: agncola en el pais, no solo para aportar listas de especies, 
sino tambien para lograr determinar hospedantes naturales en 
condiciones de habitat y ecosistemas particulares, como los del bosque 
alto andino y el paramo, correspondientes al area de estudio. 

Las especies registradas posiblemente daran buenos resultados en 
programas de manejo biologico de plagas en cultivos del area andina, 
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debido a que su permanencia en suelos bajo condiciones de cultivo 
muestran su adaptabilidad a condiciones de manejos productivos 
agncolas, tan intensivos como los cultivos de papa. 
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Anexo 1. Distribucion geografica de S. feltiae 
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Anexo 2. Distribucion geografica de S intermedium y S. puertoricense* 
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Anexo 3. Distribucion geografica de S. carpocapsae y S. cubanum* 
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Busqueda de nematodos entomoparasitos asociados a 
insectos rizofagos en regiones de Colombia y Panama 

Elsa Liliana Melo M.*, Carlos Alberto Ortega O.**, 
Alper Susurluk***, Andreas Gaigl**, Ralf-Udo Ehlers*** 

Resumen 

T 

En la busqueda de enemigos naturales para el control de plagas 
subterraneas como chisas y chinche de la viruela, se realizaron 
muestreos en diferentes regiones de Colombia y Panama. Fueron 
evaluadas 320 muestras usando larvas del ipsecto trampa Galleria 
mellonella. La especie Steinernema krauss?;, identificada usando la 
tecnica molecular PCR, se reporto por prir,era vez en el pais; esta fue 
encontrada en dos sitios, en Montelirclo (Risaralda) y Santander de 
Quilichao (Cauca), encontrandose asociada a Inga sp. y Manihot 
esculenta, respectivamente. 

Introduccion 

Desde la decada del 90, el Centra Internacional de Agricultura Tropical 
(CIAT) ha investigado la presencia de los entomonematodos en Co- 
lombia y su asociacio- 1 natural con insectos plaga. 



\ 



Extensas zonas cultivadas de Colombia estan afectadas por plagas 
subterraneas, '-.ntre las que se destacan el chinche Cyrtomenus bergi 
Froeschner (Hemiptera: Cydnidae) y un complejo de especies de chisas 
(Coleopteia: Melolonthidae) de los generos Phyllophaga, Anomala y 
Cyclocephala, entre otras. Estas plagas polifagas y rizofagas se 



Centra Internacional de Agricultura Tropical, CIAT. A. A. 6713, Cali. Tel.: 445 00 00, fax.: 445 

00 73, meloelsa@gmail.com 

Centra Internacional de Agricultura Tropical, CIAT. 

Ph.D. Institute de Fitopatologfa, Departamento de Biotecnologfa y Control Biologico, Universidad 

de Kiel, Klausdorfer StraBe 28-26, 24223 Raisdorf, Alemania. 
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encuentran en diversidad de ambientes, ocasionando graves perdidas 
de rendimiento. 

El empleo del control quimico ha sido la alternativa para proteger los 
cultivos, pero sin resultados satisfactorios y a muy alto costo economico 
y ambiental. Buscando metodos de control alternativos, el uso de 
agentes microbiologicos, particularmente de rv^matodos 
entomopatogenos (nep's), representa una opcion promir-oria. 



En busca de estos organismos se han realizado captures de poblaciones 
nativas y estudios de distribucion a traves del rrvndo, encontrandose 
en variedad de hospederos como pastos, especies forestales, hortalizas, 
frutales, flores, etc., los cuales presentan di^rentes caractensticas de 
suelos (Rueda etal, 1993). 

Caicedo y Bellotti (1996) realizaron un reconocimiento de nematodos 
nativos asociados a C. bergi en ocho localidades de Colombia 
(Santagueda, Caldas, 1992; La Florida, Risaralda, 1992; Santanderde 
Quilichao y Cauca, 1992) asociados a cultivos de yuca, mani y cebolla 
junca. Se recuperaron tres cepas de la especie nativa identificada por 
G. Poinar como Heterorhibditis bacteriophora (SQCP2, LFR92 Y SC92); 
ademas de esto, se reporto una nueva especie Rhabditis colombiana 
n. sp. Stock, la cual se encontro en muestras de suelo del departamento 
del Cauca (Stock etal, 2005; Caicedo, 1993). 

Metodologi* 

Sitios muestreados 

Desde comienzos del ano 2000 se han realizado colecciones de suelo 
de diferentes regiones de Colombia (Caldas, Cauca, Quindio y Risaralda) 
y Panama (El Valle de Anton, Ocu, Siogui, Cerro Punta); estas fueron 
hechas en sitios donde habian reportes de plagas subterraneas como 
C. bergi y los complejos de chisas (Coleoptera: Melolonthidae). 
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Captura de nematodos 

Para la captura de los entomonematodos se utilizaron individuos 
inmaduros del insecto trampa Galleria mellonella (Lepidoptera: 
Pyralidae), los cuales presentan mas susceptibilidad ante estos 
patogenos que los insectos hospederos comunes. G. mellonella provee 
una excelente deteccion de nematodos tanto in situ como en laboratorio 
para muestras procesadas (Bedding y Akhurst, 1975). 

Toma de muestras de suelo para extraccion de nep's 

El muestreo se hizo al azar en cada lote, a una profundidad entre 15 a 
20 cm, tomando 10 muestras compuestas de 3 <=ubmuestras (1.000 
cm 3 ) en cada sitio, y manteniendolas en una Lermonevera con hielo, 
aproximadamente entre 8-15 °C, hasta llevarlas a laboratorio. Para 
esta actividad se utilizo un barreno de 4,5 cm de diametro, al que se 
desinfecto con alcohol y agua entre Ic^e y lote. 

Muestras de suelo para el an«Misis fisicoqufmico 

Se tomaron 500 g de suelo pc sitio para determinar la composicion 
ffsicoquimica de cada muestra en la unidad de analisis de suelos del 
CIAT. 
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Busqueda, reactivation y almacenamiento de nep's en 
laboratorio 

Cuando las muestras llegaron al laboratorio se almacenaron en completa 
oscuridad, a 15 °C, para su procesamiento. Se depositaron 300 g de 
suelo en vase: plasticos con 10 larvas de G. mellonella, las cuales se 
extraian 'uego de cinco dias para posteriormente ser llevadas a cajas 
de petri con papel filtro humedecido (pequena trampa White). Este 
procedimiento se repitio por tres veces, depositando cada vez nuevas 
larvas del insecto trampa en el mismo suelo. Los nematodos que salieron 
de las larvas y migraron al agua circundante de la trampa White se 
lavaron con formaldehido al 0,5% y se mantuvieron en tubos de ensayo. 
Los nematodos asi obtenidos se dispusieron en cajas de petri con arena, 
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donde se introdujeron larvas de G. mellonella para verificar la reinfeccion 
(Postulados de Koch); este procedimiento se repitio dos veces para, 
finalmente, almacenar los entomopatogenos extraidos de estas larvas 
en agua destilada esteril (ADE). 

Resultados 

En estas exploraciones se obtuvieron 320 muestras (300 a c/u) de 15 
cultivos en 23 sitios, resultando el 70% positivas part, nematodos, 
aproximadamente; se encontraron nematodos diferentes en las 
muestras de un mismo sitio. Los nematodos con comportamiento y 
caracteristicas morfologicas de parasitos se env'aron a expertos en 
Alemania para su identificacion. De 20 muestras aparentemente 
positivas para nep's, usando la tecnica molecular de PCR, dos lograron 
ser identificadas como Steinernema krsu.ssei Steiner (Rhabditida: 
Steinernematidae); ambas procedendo de Risaralda-Montelindo (en 
Inga spp.) y Cauca-Santander de Quilichao (en Manihot esculenta L), 
siendo el primer reporte de esta especie para Colombia (Melo et al, 
2004). Los suelos de estas muestras presentaron, respectivamente, 
como caracteristicas fisicoquimicas un pH de 5,8 y 6,4; materia organica 
56,3 y 44,9, y textura franco arcillo-arenosa y franco arcillosa. 

Posterior a este registrc, entre septiembre y diciembre del 2002 se 
realizaron otras exploraciones en tres localidades que incluian los 
departamentos de Risaralda (Pereira), Caldas (Manizales) y Cauca 
(Santander de Quilichao); alii se colectaron insectos vivos y muertos. 
Se procesaroi: 193 muestras, encontrandose nep's solo en diez. Se 
aislo una cepa de Heterorhabditis proveniente de muestras de Pereira 
(La Colonia), la cual esta en proceso de identificacion por parte de P. 
Stock en la Universidad de Arizona (Caicedo et al, 2004). 

Los resultados obtenidos hasta el momento muestran la diversidad de 
cepas que se encuentran en Colombia y su potencial como controladores 
de plagas subterraneas; aun queda mucho por investigar en esta area, 
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con el fin de utilizar estos entomoparasitos dentro de programas de 
control biologico aplicables en el pais. 
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Aislamiento y caracterizacion de Xenorhabdus bovienii, 

simbionte de Steinernema feltiae (Rhabditida: 

Steinernematidae), cepa Colombia 

Trivino. J.*, Vanegas, J.**, Martinez J.**, 
Sanchez, J.***, y Parada J.C.**** 
Resumen 

Xenorhabdus bovienii es una bacteria simbion';e del nematodo 
Steinernema feltiae, cuya accion letal permite e! control de insectos 
plaga. Su aislamiento se efectuo mediante siembra en superficie en el 
medio NBTA de hemolinfa de cadaveres de lan/^s de Galleria mellonella 
infectados con nematodos de S. feltiae y se emplearon pruebas 
bioquimicas de utilizacion de sustratos par,; su caracterizacion. La cepa 
aislada presento dos variaciones de fa;>e, detectadas por cambios de 
coloracion de las colonias durante 2 /l -48 horas de crecimiento en medio 
NBTA. Las pruebas de patogenicidad de la cepa de X. bovienii contra 
G. mellonella registraron urui mortalidad del 70%. La actividad 
antibiotica de X. bovienii para -A control de Bacillus cereus se evidencio 
mediante la observacion d c - Jonas de inhibicion. 

V 

Palabras clave: aislamiento, Xenorhabdus bovienii, Steinernema feltiae, 
nematodos. 



Introduccion 



Xenorhabdus bovienii como simbionte de Steinernema feltiae, al igual 
que las demas especies de bacterias asociadas a nematodos de la 
familia Steinernematidae, garantiza su accion letal en el insecto 
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hospedante, siempre y cuando el juvenil infectivo (JI), deprima la 
actividad inmunologica del hospedante y este, a su vez, sea una 
excelente fuente de nutrientes que permita su accion antibiotica, rapida 
proliferacion y garantice que sea monoxenico, para un buen desarrollo 
y proliferacion del nematodo (Boemare y Akhurst, 1988; Elhers et al, 
1990; Lunau eta/, 1993; Chavarria y De la Torre, 2001). 

Se han registrado variaciones de fase para la bactera simbionte, 
observando que la fase primaria aislada del JI o de cadaveres infectados 
es de gran importancia en el proceso patogenicc y requiere factores 
especificos para su multiplicacion (Ehlers, 2001). La fase dos se observa 
con claridad cuando los nematodos abandons i el cadaver, asi como 
en cultivo in vitro; no obstante, la bacteria -;n esta fase pierde varias 
funciones metabolicas y los mecanismos que causan la variacion de 
fase aun no son claros (Boemare y Akhurst, 1987). 

La produccion comercial de nematodos para el control de plagas implica 
establecer las condiciones de, medio de cultivo que garanticen la 
adaptabilidad del complejo bacteria-nematodo. Medios complejos ricos 
en peptonas, lipidos, ext r 3.to de levadura y carne han resultado 
favorables para el mantenimiento y proliferacion tanto de la bacteria 
como del nematodo House et al, 1965; Sicard, et al, 2003). Sin em- 
bargo, este procesc varfa de acuerdo con los componentes del medio 
y la tasa de transfcimacion de la bacteria, del nematodo y del complejo 
bacteria-nema'-Gdo (Chavarria y De la Torre, 2001). 

El objetivo del presente estudio fue el aislamiento y caracterizacion de 
la cepa de X. bovienni presente en el nematodo S. feltiae cepa Colom- 
bia, lo que constituye una etapa inicial en el proceso de determinacion 
de la cinetica poblacional en medios de cultivo, valoracion de un metodo 
por colorimetria para la deteccion del cambio de fase en la bacteria y 
el establecimiento de su actividad antibiotica. 
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Material.es y metodos 

Aislamiento de X. bovienni a partir de hemolinfa 

La bacteria simbionte se obtuvo aislandola de la hemolinfa de larvas 
de G. mellonella de ultimo instar infectadas con S. feltiae, segun la 
metodologia descrita por Akhurst y Boemare (1990). Los aislamientos 
se caracterizaron en medio NBTA (Agar nutritivo + 0,002o% azul de 
bromotimol + 0,004% de cloruro de trifeniltetrazol'oj y en agar 
McConkey (Woodring y Kaya, 1988), medios que permitieron evidenciar 
las dos formas de la bacteria asociada. 

o- 

Caracterizacion de X. bovienii 

Se uso como criterio de seleccion de la bacteria la asimilacion del azul 
de bromotimol, luego de 42 horas de inc.;baci6n. Una vez obtenidos 
los aislamientos, se llevaron a cabo la n.ascripcion macroscopica de las 
colonias, la tincion de Gram y las pruebas bioquimicas de utilizacion de 
sustratos, empleando paneles comeiciales de identificacion BBL Crys- 
tal y pruebas complementaria,> a este. Como pruebas confirmatorias, 
se realizaron pruebas de patcgenicidad para larvas de G. mellonella. 

El cultivo base se inicio 'ransfiriendo una de las colonias previamente 
aisladas a un medio Kauido YS (0,5 g K 2 HP0 4 , 0,5g NH 4 H 2 P0 4 , 0,2g 
MgS0 4 *7H 2 0, 5,0g NaCI, 5,0g extracto de levadura, II agua destilada 
esteril), incubando a 25 °C durante dos dias, en agitacion a 200 rpm. 
Las bacterias er. fase I y fase II fueron almacenadas en medio con 
glicerol al 15%, en Eppendorf a -80 °C. 

Propiedades entomotoxicas 

Actividad antibiotica. Se evaluo la actividad antimicrobiana de X. 
bovienii en fase I sobre Bacillus cereus, segun el metodo de difusion 
en agar (Madigan etal, 1999). Esta consistio en inocular una placa con 
B. cereus con 24 horas de crecimiento en medio nutritivo, 
distribuyendolo uniformemente por la superficie del agar. Despues se 
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pusieron sobre la placa discos de papel filtro impregnados con X. bovienii 
de 24 horas de crecimiento en medio nutritivo, registrando el tamano 
de las zonas de inhibicion a las 24 horas. 

Patogenicidad. Se prepararon soluciones (10 ml) de buffer fosfato 
(50 mM) conteniendo, respectivamente, 90.000.000, 900.000, 90.000, 
9.000, 900 y 90 celulas/ml, las cuales fueron inyectadas via oral con 
ayuda de una jeringa Hamilton de 10 ul, en el hemocelt. de larvas de 
ultimos instares de G. mellonella. Cabe anotar que las larvas fueron 
previamente desinfectadas superficialmente con alconol al 70% por 5 
minutos y lavadas con agua destilada esteril. Las '^rvas se dispusieron 
en cajas de petri con papel filtro esteril y se incubaron a 21 °C en 
oscuridad, registrando mortalidad del insectc / cambio en la coloracion 
de la cuticula durante 24-72 horas. El monoaje se replico con 25 larvas 
por dosis. Se inocularon larvas con sciucion salina como tratamiento 
control. 

v 

V 

Resultados y discusion 
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Aislamiento y caracterizcuion de X. bovienii 

En los ensayos previos de desinfeccion superficial de nematodos JI se 
observo que dicho procedimiento generaba problemas de contaminacion 
que dificultaron la obtencion de X bovienii. En contraste, la tecnica de 
aislamiento a parti:- de hemolinfa de cadaveres de G. mellonella 
infectados cor r,ematodos de S. bovienii permitio el aislamiento de X. 
bovienii en a oar NBTA. 

Las colonias en FI se observaron circulares, convexas, granuladas, 
opacas, con borde irregular, mientras que en FII se presentaron planas, 
translucidas, con margen regular y de un mayor diametro que las FI. 
En agar McConkey las colonias FI tomaron coloracion entre rojo y rosado 
mientras que en FII se tornaron blancas o amarillas. En agar NBTA las 
colonias FI se tornaron azul-verde, con una zona clara alrededor de la 
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colonia, mientras que en FII se tornaron rojas y casi marron, sin una 
zona clara alrededor. 

En la tabla 1 se registran los resultados de las pruebas bioquimicas 
empleando paneles BBL Crystal" . Estos coinciden en mas de un 50% 
con los reportados por Boemare y Akhurst (1987), considerados como 
relevantes para la identificacion de Xenorhabdus bovienii. FJ,-\ embargo, 
las diferencias encontradas para las pruebas de arromosa, urea, 
arginina, lisina, glucosa, rojo de metilo, indol, movilidad, nitratos y 
oxidasa pueden corresponder a caracterfsticas de ia cepa, lo que es 
muy comun en especies de estos generos de bac+erias simbiontes de 
nematodos entomopatogenos. 

Igualmente, las pruebas confirmatory utilizadas tales como 
patogenicidad para larvas de insectos, ^dsorcion de azul de bromotimol 
y reduccion del cloruro de trifenil tetrazolio en fase II, definen esta 
especie y son las mas recomendadas como fiables (Boemare y Akhurst, 
1987). J 

Propiedades entomot6xfv-«js 

Actividad antibiotics. Se presentaron zonas de inhibicion de 

crecimiento con areas promedio de 0,43 cm 2 de la cepa Bacillus cereus 
por actividad antibiotica de X. bovienii. Los tratamientos control no 
presentaron inh'bicion del crecimiento de B. cereus. El promedio en 
actividad de xnibicion de la cepa en estudio se ajusta a valores 
promedios reoortados para cepas de especies distribuidas en zonas 
tropicales / '.empladas de Europa y Estados Unidos (Boemare y Akhurts, 
1998; Lunau etal, 1993). 

La actividad antibiotica del simbionte refleja la capacidad infectiva contra 
posibles invasores secundarios como hongos, otras bacterias y 
eventuales carroneros presentes en el ambiente, ademas de asegurar 
un ambiente adecuado para el desarrollo y actividad del nematodo 
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Tabla 1. Relacion de las pruebas bioquimicas efectuadas para la identificacion de X. 
bovienii comparadas con lo reportado para dicho genero. 



N. Bioquimicas 

1 Arabinnsa 


Ablamicoito 

+ 


Llteratura* 


2 


Manosa 


+ 


+ 


3 


SaOSCTOii 


- 


- 


4 


Mdtbiosa 


- 


- 


5 


Ramnosa 


- 


- 


6 


Sorbitol 


- 


CV^ 


7 


Manitol 


- 


f^" 


X 


Adon itiol 


" 


^ L " 


9 


GalfiCtOSa 




V - 


lO- 


Inositol 


^ 


- 


ll 


p-n-p-Fosfaio 


+ ^ 


+ 


12 


p-n-p-a—glucosLdjo 


+ f ' 


- 


14 


p-ri-p—galactosido 


+ <J 


+- 


Prolina nitroaniiida 


" \t§ 


- 


15 


p-ji-p bis fosfato 


tV 


t 


16 


p-n-p- xiltisido 


w 


+ 


17 


p-n-p-a-arabinusido. 


vt* 


+ 


)H 


p-n-p-fosforilcolirKL 


r + 


+ 


\9 


p-n-p-a- glucoronido 


- 


- 


20 


p-n-p-N-accti] gSucosamidiiiB 


S/ + 


+ 


21 


-L-gJ.utamil p-nLtroajitJLda 


+ 


+ 


22 


Esculitia 


>,.' + 


+ 


23 


p-nit/yvDI ,-feiiilalaniria 


- 


- 


24 


Urea 


4- 


- 


25 


Glivinfl 


+ 


+ 


26 


Cuntto 


- 


- 


27 


Acido malonieo 




. 


28 


CloruiD dc trifcnt] tctraz^io 


D 


D 


29 


Arginina 


+ 


- 


30 


J.ImiUj 




+ 


Bioquimicas cui 


iiplcmi:nl;irias 




1 


Lattosa 


- 


- 


2 


Sacarcsa 


- 




3 Glucosa 


- 


+ 


4 


Produccirni On £as 


- 


- 


5 


Rojo de medio 


+ 


- 


6 


Voges r*tjskauer 


- 


- 


7 


Sulfi.Lt.:! 


- 


- 


5 


Indvl 


D 


i 



10 


I.Vvilidad 


- 


+■ 


i T ilrat-OB 


+ 


- 


11 


Gclalina 


- 




12 


(.■■ntalnHii 


- 


- 


LJi 


Gxidasa 


+ 


- 


14 


Patogenicidad en larva* 


+ 


-h 


15 


Adsorci^n aail de bromotimo-1 


+ 


+ 


15 


Colunia en Agar MacConkey 


Rnju 


Matron 



D: resultado dudoso en donde no se puede aflrmar si es positivo o negativo para esa prueba. 

* Boemare y Akhurst, 1988. 
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dentro del hospedante (Ehlers et al, 1990; Sicard et al, 2003); lo 
anterior sugiere que el simbionte presenta buena actividad antibiotica 
y patogenica sobre larvas del lepidoptero. 

Patogenicidad. Trascurridas 24 horas se registro un 70% de mortalidad 

para larvas de G. mellonella. A partir de la extraccion de hemolinfa de 

los cadaveres, se obtuvieron cultivos puros deX. bovienii. Kste ensayo 

corroboro la pureza inicial del aislamiento y la rap^a actividad 

patogenica del simbionte sobre el hospedante, con respecto a la 

patogenicidad observada en cepas simbiontes de S. feltiae de 

aislamientos no neotropicales, que bajo condicion^s similares (Dunphy 

y Webster, 1989; Shapiro y Gaugler, 2002) p-esentaron actividad y 

muerte de larvas entre las 24 y 48 horas. 

Vv 
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• Biologia basica de Steinernema feltiae < Filipjev, 1934), cepa 
Colombia 

• Efecto de extractos totales de Solarium tuberosum y malezas 
asociadas al cultivo, sobre el com porta miento y capacidad 
parasitica de Steinernema feltiae (Filipjev, 1934) (Rhabditida: 
Steinernematidae) 

• Patogenicidad de 12 cspecies de hongos sobre JI de Steinernema 
feltiae (Rhabditida: Steinernematidae), cepa Colombia 

• Proceso de infeccion de Steinernema feltiae cepa Colombia, 
sobre larvar> de Tecia solanivora 
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Biologfa basica de Steinernema feltiae (Filipjev, 1934), 

cepa Colombia 



Trivino J.C.*, Luque J.E.** y Parada J.C.*** 
Resumen 

Se determino el crecimiento y desarrollo de Steinernema feltiae (Filipjev, 
1934), cepa Colombia, sobre larvas de Galleria mdonella. Esta cepa 
presento un ciclo de vida en 11 dias con dos generaciones cuyos adultos 
anfimicticos presentaron protoginia evidente; ademas, un 76,5% de 
capacidad de penetracion de JI a G. mellonelic y diferencias en tamano 
entre adultos, mas no diferencias entre c^tados juveniles en ambas 
generaciones. En dicha cepa, la capaod^d de carga de hembras fue 
superior para las hembras de primera generacion (994 huevos) respecto 
a las de segunda generacion (252 huevos); la relacion de sexos en 
ambas generaciones de desarrollo te presento de 1:3 (macho: hembra) 
y una produccion por larva de 9xl0 4 JI a partir de 100 JI liberados, 
proveniente de hembras de primera generacion. 

Palabras clave: Steinernema feltiae, Galleria mellonella, bionomia, 
anfimicticos. \f 
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Introduccion 

El nematode entomoparasito (NE) Steinernema feltiae (Filipjev, 1934) 
(Rhabditioa: Steinernematidae) ha demostrado gran potencial en el 
control de plagas en suelo, y actualmente es ingrediente activo de 
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formulaciones comerciales de uso en cultivos de frutales, hortalizas, 
ornamentales y cespedes en Norteamerica y Europa, principalmente. 
Poblaciones de este nematodo han sido registradas en Argentina, 
Norteamerica, Australia, Europa continental, Hawaii, Nueva Zelanda, 
Turquia, Inglaterra e Irlanda. En Colombia se ha registrado en suelos 
del altiplano cundiboyacense, entre los 2.430 y 3.610 msnm, 
parasitando naturalmente larvas de insectos de importancia f-jconomica 
en el cultivo de papa, como Tecia solanivora y Pthorima^? operculella 
(Lepidoptera: Gelechiidae) y Premnotrypes vorax (Coleoptera: 
Curculionidae) (Parada, 2001). 

El registro de poblaciones de especies de NE ya descritos, no solo 
amplia rangos de distribucion geografica, s'no que anima a indagar 
sobre su realidad biologica respecto a poblaciones de areas geograficas 
similares o disimiles a fin de explhar procesos de dispersion y 
adaptabilidad a ecosistemas, habitat y hospedantes en condiciones 
naturales y artificiales. 
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La informacion biologica permite conocer y detectar diferencias 
morfologicas, reproductivas / poblacionales, conocimiento base para 
instaurar procesos de control de calidad en futuros eventos de 
produccion comercial (Parada, 2001). Segun lo anterior, el conocimiento 
de la biologfa de S. f eltiae, cepa Colombia, a traves de esta investigacion 
aporto conocimiento sobre la variacion en el tamano del juvenil infectivo 
y demas estadc.~ de desarrollo en el tiempo, asf como la capacidad de 
carga de hembras, la capacidad de penetracion y la tasa emergencia 
de JI en la.'vas de Galleria mellonella, y la relacion de sexos en adultos. 

Materiales y metodos 

Material entomologico 

Se usaron larvas de ultimo instar de Galleria mellonella (L) (Lepidoptera: 
Pyralidae) como especie modelo para el desarrollo de los trabajos de 
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biologia de S. feltiae, cepa Colombia. Para la produccion de los 
nematodos se uso, ademas, Achroia grisella (L) (Lepidoptera: 
Pyralidae), ambas denominadas polillas de la cera. Las larvas de estos 
insectos fueron criadas en dieta artificial (Saenz y Luque 2001, Corredor 
2001) a una temperatura entre 21 y 23 °C, con periodos de luz y 
oscuridad de 12 horas en un cuarto de cria. 

Cria del nematodo 

Se almacenaron los JI en cajas de petri plasticas de 15 cm de diametro, 

con arena de no, tamizada (con grano entre 0,5 y 1 mm de diametro), 

lavada y esterilizada en homo a 300 °C; se almacenaron entre 4.000 y 

5.000 JI por gramo de arena, con una humeoad entre 15 y 20 %. 

Sobre estas cajas se liberaron larvas de G. ^lellonella o de A. grisella 

y se almacenaron en bolsas negras (capacclad de 2 kg) en una camara 

de incubacion oscura, a 21 °C. 

\ 

Las larvas muertas se colocaron en camaras "White". Al iniciarse la 
emergencia de JI, se lavaron la> cajas con agua destilada para extraer 
los nematodos; estos fueron lavados con agua destilada y gotas de 
Triton" X100 para eliminar la grasa. Una vez lavados, se contaron por 
el metodo de diluciones usado por Stock (1998) y se almacenaron en 
arena bajo oscuridad en bolsas plasticas negras. 
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Variacion de 'ccgo y ancho maximos de los estados de desarrollo 
de Steinern^ma feltiae cepa Colombia 

Se inocularon larvas de ultimo instar de G. mellonella con JI sobre 
arena de no, con un tamano de partfcula entre 500 y 1.000 micras de 
diametro, esterilizada previamente por calor. Este sustrato se dispuso 
en cajas para cultivo de tejidos de 12 cavidades, con aproximadamente 
100 JI por larva, y una larva por cavidad (con un peso promedio por 
larva de 0,215 g.), a una temperatura de 21 °C. Despues de la 
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inoculacion de todas las cajas, se tomaron 5 larvas al azar cada 12 
horas, se disectaron y lavaron con agua destilada para extraer los 
nematodos. Se concentraron en un tubo de ensayo, se sometieron a 
60 °C por 30 segundos para matarlos y se les agrego TAF caliente (50 
°C) en relacion 1:1. Se montaron especimenes en laminas de vidrio 
con circulos de parafina para realizar las mediciones en micras (un 
minimo de 30 individuos en cada estado de desarrollo) v laterminar 
por observacion los estados de desarrollo de S. feltiae a traves del 
tiempo. Los datos fueron tabulados por horas, tomando medidas de 
largo y ancho maximo del cuerpo del nematodo. Se establecieron 
intervalos de confianza (a = 0,05) para los rangos de las medidas de 
largo y ancho de cada estado de desarrollo, ur analisis de varianza y 
una prueba de Tukey (a = 0,05) para estabiicer diferencias entre el 
tamano de estados de las dos generacion-s de nematodos. Luego, se 
procedio a comparar los JI y los machos de primera generacion con 
otras medidas de S. feltiae registradas por Wouts (1980), Hominick et 
al. (1997), Saenz y Luque (2000 a) y Parada (2001), con el fin de 
observar las posibles diferenciss entre poblaciones de este nematodo. 

Crecimiento poblaciona! y desarrollo de Steinernema feltiae, 
cepa Colombia. El obieiivo de este experimento fue estudiar el 
desarrollo poblaciona! dc los estados de S. feltiae cepa Colombia sobre 
larvas de G. mellon^lla en condiciones de laboratorio. Fueron expuestas 
200 larvas de ultimc instar de G. mellonella con un peso promedio de 
0,226 g/larva, en cajas para cultivo de tejidos de 12 cavidades (21 °C, 
100 JI por larva). Cada 12 horas se seleccionaron 10 larvas al azar 
para disec~:6n. El contenido de las larvas se lavo y se homogenizo por 
agitacion manual en tubos de ensayo de 20 ml, luego se separaron los 
tejidos gruesos de la larva de la solucion de nematodos a traves de un 
tamiz de 1 mm de apertura. El sobrenadante se lavo con agua destilada 
continuamente hasta obtener una muestra clara que se pudiera observar 
en el estereoscopio, para contar los nematodos en cada estado de 
desarrollo de S. feltiae. 
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La capacidad de penetracion de hospedante (CPh) de JI de S. 

feltiae se calculo como la eficiencia de la poblacion inicial a la que son 
expuestas larvas de G. mellonella, y el porcentaje sobre el numero 
maximo de JI que penetraron hasta las 72 horas, ya que despues de 
este tiempo se comienza a presentar perdida de hembras de primera 
generacion. La CPh se calculo de la siguiente forma : (No. de nematodos 
dentro de la larva/Total de nematodos liberados) x 100. 

La tasa de emergencia de JI se calculo en 10 larvas de G. mellonella 
sin disectar sobre trampas "White" individuales, er.tre las 228 y las 
264 horas luego de la exposicion. Se hizo un anc.''sis de varianza a la 
capacidad de penetracion de hospedante y a la tasa de emergencia de 
JI de S. feltiae de larvas de G. mellonella, y al cambio poblacional de 
estados de desarrollo de S. feltiae dentro d(-.! hospedante. Para observar 
dominancia de un estado determinado se hizo una transformacion en 
terminos de porcentaje al promedio de nematodos por estado sobre el 
total de nematodos por hora de medicion. 

Se tomaron al azar 30 hembras de primera generacion y 30 hembras 

de segunda generacion, lat cuales fueron disectadas para contar el 

numero de huevos en :u interior, con el fin de estimar su potencial 

reproductivo. 

V 
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Resultados Y D.SCUSION 



Capacid'Vl de penetracion de JI. El analisis de varianza para la 
capacidad de penetracion se hizo en intervalos cada 24 horas, 
presentando diferencias en la penetracion de JI en larvas de G. 
mellonella entre periodos de tiempo (Gl = 2; F = 31,23; P = 2,92; CV 
= 30,85). 

La maxima poblacion de JI se obtuvo a las 72 horas, ya que hacia las 
84 horas menos del 0,4% de la poblacion eran JI. Se encontro que el 
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Tabla 1. Capacidad de penetracion de infectivos juveniles (JI) de S. feltiae, cepa 
Colombia, en larvas de G. mellonella sobre el total de JI liberados por unidad experi- 
mental (N = 100, promedio por larva para cada hora) 



Tiempu De 

Exposition 

(Horas) 


Nematodes 
For Larva 


Porctntaje 
Penetration 


PoreciUajc 
Aeu mul ado 


12 


6,00 


6,00 


6-CC 


12 24 


15,50 


15,50 


21, JO 


24 48 


J2,70 


32,70 


5<t>20 


43 72 


223 


22,30 


76,50 


TOTAL 


76,50 


76,54) 






N. 





porcentaje maximo de penetracion ocurrK hacia las 24 a 48 horas de 
exposicion, donde el 54,2% de la pob'ccion liberada habia penetrado 
en la larva (tabla 1). 

A 

Capacidad de carga de hembras. De las disecciones hechas a 
hembras de primera generacen se obtuvo un promedio de 994,6 huevos 
por hembra (ds = 277,0/) y para las de segunda generacion un 
promedio de 252,5 huevos por hembra (ds = 86,08). De este 
experimento se deduce que: 

Las hembras de primera generacion tienen mas cantidad de 
huevos porque disponen de mayor cantidad de alimento y de 
mejcv calidad, y mas espacio, teniendo su progenie mas 
posibilidades de sobrevivir. 

para el caso de las hembras de segunda generacion, la condicion 
de densidad poblacional dentro del hospedante fue mas alta, 
por eso maduraron rapidamente; ademas, son mas pequenas y 
con menor carga de huevos. Si las condiciones aim son 
favorables, ellas ovipositan, de lo contrario se sacrifican en una 
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condicion de viviparidad matricida, incluso cuando las hembras 
han emergido del cadaver del insecto, disminuyendo el numero 
de JI que se pueden desarrollar de ellas. 

Relation de sexos de adultos. La proporcion de hembras es supe- 
rior en las dos generaciones de nematodos, iniciando la primera 
generacion de adultos hacia las 48 horas, hasta las 2\K horas. La 
segunda generacion de adultos se inicia hacia las 192 y r iura hasta la 
emergencia total de los JI, hacia las 264 horas; las dos generaciones 
de adultos se traslapan entre las 192 y 216 horas. 

0* 

En la primera generacion se alcanza una relac'un de sexos promedio 
de 3,5 hembras por cada macho; en la sec;i:ida generacion se logra 
un maximo de 3,8 hembras por macho y es oscilante a medida que 
mueren y se desarrollan nuevas hembras, mostrando, a nivel general 
o al menos para este caso, la misma proporcion de sexos entre las dos 
generaciones. El cambio, a medida que transcurre el tiempo, la 
proporcion macho-hembra est^na dada por la mayor longevidad de 
los machos respecto a las hembras (Saenz y Luque, 2000 a); ademas, 
dicho aspecto esta influendado por la disparidad en la maduracion de 
los JI que invaden asinvTonicamente el hospedero y por la habilidad 
individual que tenga cada infectivo para alimentarse y desarrollarse. 

Tasa de emergencia de JI de S. feltiae. En el analisis de varianza 
para la tasa de omergencia se presento diferencia en la migracion de 
JI de cadavers de G. mellonella para cada periodo de tiempo (Gl = 2; 
F = 31,23; »- = 2,92; CV = 113,67). 

La emergencia de JI de S. feltiae, cepa Colombia, de cadaveres de 
larvas de G. mellonella se inicio en estas muestras hacia las 228 horas, 
con una baja tasa de emergencia de JI; la maxima migracion fuera del 
hospedero ocurrio hacia las 240 horas, con un 70,64% y un acumulado 
del 79,33% del promedio del total cosechado. En este periodo se 
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presento una migracion de machos y hembras gravidas en algunas 
larvas, pero hacia las 252 horas la migracion de adultos disminuyo y 
emergieron solo hembras gravidas en menor proporcion al periodo 
anterior. 

La eficiencia en la produccion de JI de esta cepa en larvas de G. 
mellonella estuvo alrededor de 90.000 JI, con un inoculo d«-j 100 JI por 
larva, en contraste con Saenz y Luque (2000 b), qu? presentaron, 
para la cepa Villapinzon, una produccion de JI de 65.000 JI por larva 
de G. mellonella, con un inoculo de 500 JI. Esto e^tarfa relacionado 
con la capacidad de carga de las hembras de p-lmera generacion y 
posiblemente por el aumento en la viabilidad aa los huevos, que pudo 
ser baja para la cepa Villapinzon. 

Variacion de largo y ancho maximo tit Steinernema feltiae, cepa 
Colombia. El analisis de varianza para la variable largo encontro 
diferencias significativas entre tpmanos de los estados de desarrollo 
de S. feltiae (Gl = 14; F = 83,25; F < 0,01; CV = 44,86), al igual para 
la transformacion logaritmo (Gl = 14; F = 293,43; P<0,01; CV = 
3,06) respecto al largo. La pi ueba de Tukey para largo (a = 0,05, t = 
4,82; msd = 549,49) y :a prueba para la transformacion logaritmo (a 
= 0,05; t = 4,82; msd = 0,24), presentan el mismo patron. Los 
intervalos de confipnza (a = 0,05) se presentan en la tabla 2, donde se 
aprecian las diferencias entre adultos de ambas generaciones. 

El analisis de varianza para ancho indica que hay diferencias 
significative entre estados de desarrollo de S. feltiae respecto al ancho 
(Gl = 14; F = 182,59; P < 0,01; CV = 3,39), lo mismo para la 
transformacion logaritmo (Gl = 14; F = 409,87; P < 0,01; CV = 4,98). 
La prueba de Tukey para ancho (a = 0,05; t = 4,82; msd = 24,6) y la 
prueba para logaritmo (a = 0,05; t = 4,82; msd = 0,23), presentan el 
mismo patron. Los intervalos de confianza (a = 0,05) se presentan en 
la tabla 2. 
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Tabla 2. Medidas de largo y ancho maximos en micras, de los estados de desarrollo 
de Steinernema feltiae, cepa Colombia, con intervalos de confianza para cada estado 
(a = 0,05). Estados con letras distintas presentan diferencias significativas para largo 
(Tukey a = 0,05). (JIVL = JI antes de penetrar la larva; JII = JI dentro de la larva; 
J4MI y J4HI = J4 macho y J4 hembra de l a generacion; MI y HI adultos de l a generacion; 
JII Y J2I = juveniles de la l a generacion; JIII = JI de 2 a generacion; J4MII y J4HII = 
J4 de 2 a generacion; Mil y HII = adultos de 2 a generacion; JIII Y J2II = juveniles de 
la 2 a generacion; JIINF = JI de vida libre). 



ESTADfO 


L#PgO 


Vim iii i 


PntmeJio 


Dtsv, 


Fran alio 


Desv, 


HI 


31 H5 


234,(1 


I73.S-I 


7,, 


HII 


1724,8 


85,4 


136,83 


W 


Ml 


I257 t l 


37,2966 


109,65 


v» 


J4I 


Jft35,9 


2?,0 


SI, 08 VSj6 


J4II 


1 026,8 


39,9 


67^1 


2,1 


Mlf 


yUG^J 


22,.l 


&J.2 


W 


J31NF 


818*M 


\ 


AM 


0,7 


KVL 


7*7,1 


" 


33,40 


OyK 


J31 


778,11 


li« 31,5* 


0J5 


J3U 


£89,84 
\ 




26,2 


0,5 


J21I 


44W 

' 


25fl 


2SJ7 


0,4 


m 


«W 


ltf 


2<U*1 


1,6 


in j 


WM 


8,? 


19,37 U 


jii 


268 j03 


6fi 


19,36 0,3 



^ 

V 



.•) 



"C7 



Se encontro que, en proporcion, las hembras de S. feltiae, cepa Co- 
lombia, de primes generacion son mas grandes que las hembras de 
segunda genei vion, lo mismo sucedio con los machos. El estado juvenil 
4 (J4) para arr:bas generaciones no presento diferencias en su tamano, 
con excepeion del J4I, que es mas ancho que el J4II. En los estados JI 
no hubo diferencias significativas entre el JI que se uso como inoculo 
inicial, el JI que ingreso al insecto y el JI como infectivo juvenil al salir 
del cadaver del hospedero; el JI proveniente de hembras de primera 
generacion fue mas pequeno que los JI medidos anteriormente, pero 
la prueba de Tukey lo ubica dentro de este grupo. Los estados JI y J2 
de ambas generaciones no presentaron diferencias en tamano. 
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Este ensayo presenta la plasticidad de los estados de Steinernema 
feltiae, cepa Colombia, respecto a los estados adultos, donde la 
disponibilidad del alimento influye sobre el desarrollo y el tamano de 
los nematodos en cada estado. 

La tendencia de los estados juveniles a permanecer invariables en su 
talla estaria relacionada con la densidad poblacional de iPOividuos en 
la larva, ya que estos, por su tamano, comen mencs que un pre- 
adulto, lo que induce a que los J4 de segunda generacion maduren 
rapidamente a adultos y se inicie un nuevo ciclo corto con adultos mas 
pequenos y hembras con poca carga de huevo.". Jackson y Brooks 
(1995) afirman que el tamano del JI resultanLe es afectado por la 
calidad del hospedero. 

Tabla 3. Valores de largo y ancho en micras, c'a JI y machos de varias cepas de S. 
feltiae 



A 1 1TflU 
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En el presente estudio, las medidas de largo y ancho de JI y machos 
de primera generacion se compararon con los datos para S. feltiae 
obtenidos de Wouts (1980) para una cepa de Nueva Zelanda, los de 
Hominick etal. (1997) para cepas del Reino Unido, los datos de Saenz 
y Luque (2000a) de la cepa Villapinzon y los de Parada (2001) de las 



52 

poblaciones de Cundinamarca y Boyaca. En la tabla 3 se presentan los 
datos comparativos para largo y ancho. 

Los caracteres morfologicos de las 5 poblaciones coinciden con la especie 
Steinernema feltiae segun los registros. Observando los caracteres de 
medida de largo y ancho se puede observar variabilidad entre las 
mismas poblaciones, principalmente entre el tamano de 'os machos, 
donde las poblaciones de este estudio y las de Saenz y i-uque (2000) 
son muy similares, con excepcion del ancho, pues en este experimento 
se presentaron machos mas robustos, debido quiza o la baja densidad 
de nematodos por larva en el momento de los muostreos, lo que indujo 
a que los machos crecieran mas al disponer ce mejores condiciones 
del hospedero. Lo anterior mostro diferenci^s entre las poblaciones, 
permitiendo usar el nombre de cepas. 

En el estado de JI, las variaciones en largo y ancho de las 5 poblaciones 
son muy similares, incluyendo los rangos; esto indica que el estado 
infectivo conserva mejor el fenot:po de la especie, demostrando la 
importancia de la morfometria de este estado en la clasificacion 
taxonomica de nematodos entomoparasitos. La similitud entre las 
poblaciones colombianac s^ debe a que la cepa utilizada en este estudio 
es producto de de la hibridacion de la cepa Villapinzon y las poblaciones 
de S. feltiae de Cjnainamarca y Boyaca, siendo denominada cepa 
Colombia, debido a que la morfometria y el comportamiento en gen- 
eral para las poUaciones de S. feltiae para esta zona no difiere, segun 
el registro de ^-arada (2001). 

Crecimiento poblacional y desarrollo de Steinernema feltiae, 
cepa Colombia. El proceso del ciclo de vida de S. feltiae, cepa Colom- 
bia, se puede apreciar en la tabla 4, donde se observan los cambios 
generacionales y traslapes de estados de desarrollo predominantes 
del nematodo. La curva de crecimiento total de individuos por hora 
presenta diferencias significativas entre periodos de tiempo, segun el 
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analisis de varianza (Gl = 18; F = 34,80; P < 1,67; CV = 54,57), lo 
cual se corrobora con un crecimiento progresivo. 

En el proceso de desarrollo de S. feltiae, cepa Colombia, en larvas de 
G. mellonella, se presentan traslapes de estados de desarrollo del 
nematodo en las diferentes horas de medicion, donde el predominio 
del estado JII (JI que penetra la larva) esta durante las p^meras 72 
horas (99% de la poblacion que ingresa aproximadamcvze), con una 
rapida maduracion de J4 hembras y posteriormente de machos, una 
poblacion alta de hembras de primera generacion anias de las 84 horas 
luego de la exposicion de las larvas a los JI de S. frtiae. A partir de las 
96 horas, el predominio de los estados inmaduros provenientes de la 
poblacion inicial (JI, J2 y JI) prevalece en proporcion numerica respecto 
a los estados preadultos y adultos. Had -a las 144 horas se inicia el 
desarrollo de una segunda generacion o'e nematodos, madurando solo 
una pequena proporcion de JI (1 a 2% de la poblacion total). 

Ocurre un traslape de generaci ones de adultos entre las 192 y las 240 
horas, periodo en el que parte ae la poblacion de JI que no maduro ha 
iniciado la emergencia del cadaver. Aunque esta poblacion temprana 
de JI tiende a resistir pc~o en el ambiente, ya que no los individuos no 
han fijado bien la cuticula exterior y quedan vulnerables a los factores 
del ambiente (Pamda, com. pers.). La alta densidad de nematodos 
provoco un estres eri los adultos de la segunda generacion, haciendo 
que tanto machos como hembras migraran fuera del cadaver en algunas 
muestras, siendo estas ultimas mas pequehas y con pocos huevos en 
su utero, dv'sarrollando una viviparidad matricida. El ciclo dentro del 
hospedante se completo en 264 horas, luego de la exposicion de lar- 
vas de G. mellonella. 

Respecto al comportamiento de la poblacion total de nematodos, se 
presento una curva sigmoidea, con un periodo tardio de crecimiento 
entre las y 86 horas, tiempo en el que se inicia un crecimiento 
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progresivo hasta completar un maximo promedio de 90447,3 
nematodos JI (JIINF) a las 264 horas, a partir de un promedio maximo 
de 76,5 JI que ingresaron hasta las 72 horas, dando una produccion 
extrapolada de 400208 JI por gramo de larvas de G. mellonella 
(partiendo de 0,226 g/larva). 

Los juveniles infectivos de S. feltiae penetraron los hosp^deros por 
etapas, al seguir senales tales como concentraciones de C0 2 , exudados 
cuticulares y heces (Saenz y Luque, 2000a). Los primeros JI que 
penetran el insecto preparan el hospedero libetando la bacteria 
simbionte, luego de haber eliminado por mec'o de proteasas las 
defensas del hospedante, y permitiendo asi el c r ecimiento de la bacte- 
ria en el hemocele; esta preparacion es en ueneficio de la poblacion 
que entra en el siguiente periodo de tiem^o (24 a 48 horas), contin- 
uando con una tercera poblacion de JI que penetra el hospedante 
entre las 48 y 72 horas, donde ya hay presencia de adultos de primera 
generacion. El numero de JI que pueda penetrar hasta las 96 horas es 
mfnimo, ya que el hospedante ha ilegado a su capacidad de carga de 
infectivos juveniles y se esta desarrollando una poblacion de JI y J2. 
Esta disparidad en la peneVacion de nematodos conlleva a que se 
presente un traslape de poolaciones de estados en un mismo instante, 
donde los primeros estados que se desarrollan llevan ventaja pues sus 
oportunidades de exito son mayores. 

Bohanan y Hcnvnick (1997a), referenciados por Stuart et al (1998), 
argumentan que hembras de S. feltiae tienden a colonizar los 
hospederos mas rapidamente que los machos bajo ciertas condiciones 
experimentales, encontrando que para S. glaseri tan to hembras como 
machos invadieron larvas de G. mellonella durante las primeras 14 
horas, sin haber diferencia significativa entre diversos tiempos de 
exposicion. Lo anterior al ser comparado con lo observado en los dos 
experimentos, confirma que S. feltiae, cepa Colombia, presenta una 
diferenciacion temprana de hembras (protoginia), ya que las de primera 
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generacion son mas grandes y necesitan mas tiempo para crecer y 
madurar respecto a los machos, que son mas pequenos y necesitan de 
menor tiempo para alcanzar su madurez fisiologica. Esto se aprecia en 
la tabla 4, donde los J4 hembras predominan en el periodo de 24 a 48 
horas, mostrando aumento de hembras de primera generacion en los 
siguientes periodos, lo que indica que un macho puede copular con 
mas de una hembra, tanto en la primera como en ',? segunda 
generacion. 

Segun Lewis y Gaugler (1994), la relacion de .lexos no estaria 
influenciada por el hospedero ya que en exp Q rimentos no hubo 
diferencias en la proporcion de sexo de nematodos de S. glaseri criados 
en larvas de G. mellonella y en agar lipidxo; pero segun Saenz y 
Luque (2000), la temperatura hace varia:- la relacion de sexos con 
disminucion en la proporcion de hembras. 

En larvas expuestas a largos periodos, como es el caso de este 
experimento, fueron encontracos JI al mismo tiempo que se 
encontraban adultos (Stuart ei al, 1998). Los primeros nematodos 
que invaden satisfactoriar.ente y se desarrollan en adultos estan 
disfrutando probablementt; de ventajas en competencia por copulas, 
iniciando la reproduccion y contribuyendo a la completa salida 
reproductiva del cpdaver. 

Los JI que ememen \:empranamente tienden a ser mas largos, menos 
moviles y responden mas a las entradas del hospedero que los mas 
tardios. Stua r t: et al. (1996), referenciados por Stuart et al. (1998), 
sugieren q.e estas diferencias estanan dadas por las condiciones 
nutricionales dentro del cadaver del insecto, mientras que los nematodos 
se desarrollan, pero tambien indica que los JI emergentes tardios estan 
programados para una amplia dispersion. Tal estrategia podria ser 
altamente adaptativa desde que los JI tempranos probablemente ya 
han infectado un insecto cercano, y comienzan a establecerse, mientras 
los JI tardios emergen. 



56 



En la tabla 4 se aprecian traslapes de estados en un mismo instante, lo 
que se presenta por diferencias en la maduracion de los estados 
influenciado por la densidad poblacional dentro del hospedero y por la 
cantidad de alimento disponible (Jackson y Brooks, 1995). Ademas, la 
formacion de una gran poblacion de JI, derivada de la gran capacidad 
de produccion de huevos de las hembras de primera generacion que, 
adicionado a su alta relacion de sexos en las primeras h r » r as, tienen 
mas progenie que las hembras de segunda generacion, De estos JI, el 
mayor porcentaje emergera del cadaver del hospedero, mientras que 
una fraccion de ellos, quiza los mas precoces, maduraran rapidamente 
a machos y hembras de segunda generacion, ceando una segunda 
poblacion tardia de JI que emergeran posteriori nente del hospedante 
y/o se alimentaran de hembras que hayan omergido, generando una 
viviparidad matricida. 

Tabla 4. Presencia y traslapes de estados de desarrollo de 5. feltiae, cepa 
Colombia, en larvas de ultimo instar do G. mellonella. (JII = JI dentro de la 
larva; J4MI y J4HI = J4 macho y J4 hembra de l a generacion; MI y HI 
adultos de primera generacion; J^MD y J4HII = J4 de 2 a generacion; Mil y 
HII = adultos de 2 a generacion; Jill IF = JI de vida libre. Los estados resaltados 
son los predominantes para cad;i hora). 
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El mayor porcentaje de JI que abandona el cadaver lo hace entre las 
primeras 24 horas de iniciada la emergencia de los primeros JI, debido 
quiza a un mensaje emitido por la bacteria, similar a lo sucedido con P. 
luminescens en cultivos in vitro de Heterorhabditis sp. (Strauch y Ehlers, 
1998), y tambien a la alta densidad de nematodos dentro de la larva, 
aunque en condiciones de estres los adultos puedan emerger y para el 
caso de las hembras, continuar con su funcion fuera del hospedero. 

Es comun que ocasionalmente puedan emerger adultos bajo condiciones 
naturales de los cadaveres agotados, ya que Millar y borbercheck (2001) 
encontraron machos de S. riobravis en muestras de suelo despues de 
liberar el nematodo en pruebas de campo, forimndo nucleos en algunas 
muestras. 

La poblacion denominada cepa Colombia es el producto de la mezcla 
de poblaciones de S. feltiae aisladas en el altiplano cundiboyacense. 
Dicha cepa presenta mejores caracterfsticas en su biologfa, viendose 
reflejado en la patogenicidad, capacidad de penetracion, eficiencia en 
la produccion y actividad del JI Este nematodo mostro pocas variaciones 
en el estado infectivo en su ,T.orfometna, respecto a otras poblaciones 
de S. feltiae. 

La variacion largo-ancho de Steinernema feltiae cepa Colombia, 
presenta cambios a nivel de estados adultos de las dos generaciones 
anfimicticas, er. comparacion con la no variacion de los estados 
juveniles, lo oue estaria dado por las condiciones del hospedante con 
una madij,'t?ci6n temprana de hembras. Ademas, presenta un modelo 
de patron a seguir como control de calidad en crias in vivo y en posibles 
desarrollos de cria masiva in-vitro del nematodo, ya que presenta 
parametros de condiciones ideales de crecimiento (talla) y desarrollo. 
S. feltiae, cepa Colombia, posee una buena capacidad de penetracion 
de hospedero, que sumado a una relacion de sexos de predominio de 
hembras en ambas generaciones y a la capacidad de carga de huevos 
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promedio, puede usarse como modelo para estimar la produccion de 
JI in vivo, con el fin de ser utilizado en experimentos de campo y como 
base para establecer un modelo de cria in vitro con fines comerciales. 
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Efecto de extractos totales de Solanum tuberosum y 

malezas asociadas al cultivo, sobre el comportamiento y 

capacidad parasitica de Steinernema feltiae (Filipjev, 

1934) (Rhabditida: Steinernematidae) 

Palacios L.\ Luque J. E.** y ^arada, J.C.*** 
Resumen 

o- 

Bajo condiciones de laboratorio se examino la respuesta de juveniles 
infectivos Steinernema feltiae (Filivjer>, 1934) (Rhabditida: 
Steinernematidae) ante fuentes de estimulo, como macerados de raiz 
tanto de S. phureja como de S. tuberosum; larvas del IV instar de 
Tecia solanivora (Lepidoptera: Gelschiidae); macerado de raiz mas 
larvas de IV instar de T. solanivora y agua destilada esteril. Las fuentes 
se localizaron individualmente y por grupos dentro de cajas de petri 
tipo cuadrante, realizando obsarvaciones en dos series de tiempo, cada 
10 minutos entre los 10 y ?>0 minutos, y cada hora entre los 60 y 180 
minutos. De igual manca, se evaluo el comportamiento de infeccion 
del nematodo sobre larvas de T. solanivora en suelo con extractos 
totales de Solanum phureja, S. tuberosum, Rumex crispus, Holcus 
lanatus, Poligonum oegetum, y Spergula arvensis. En todos los casos 
los juveniles inftctivos son atraidos hacia todas las fuentes sin mostrar 
efectos deletereos o cambios en comportamiento del nematodo y bajo 
condiciones de suelo con extractos de raices; hacia las 72 horas presenta 
hasta un 100% de infeccion sobre T. solanivora. Se evidencia asi la no 
interferencia de la planta dentro de la relacion patogeno-plaga, condicion 



* Ingeniera Agronoma, Instructora SENA, Regional Meta. 
" luqsan@cablecentro.net. co 
*" insectsyco@icqmail.conn 



61 

que favorecena el exito de S. feltiae sobre T. solanivora bajo condiciones 
de cultivo. 

Palabras clave: nematodos entomoparasitos, taxias, control biologico, 
Steinernema feltiae, Tecia solanivora, Solanum spp. 

Introduction 

Aunque el potencial de nematodos entomoparasitos de la familia 
Steinernematidae en el control de insectos plaga es cada dia mas 
reconocido dentro de programas de manejo mtegrado, algunas 
evaluaciones con frecuencia han mostrado variouilidad en el control de 
ciert.as plagas. Varios estudios se han adelan.ado para conocer sobre 
rangos de hospedantes, comportamiento co encuentro del hospedante 
y factores ffsicos y quimicos del suelo que pueden llegar a variar la 
efectividad del nematodo (Gauglcr y Kaya, 1999), pero son 
relativamente pocos los que han enfocado agentes abioticos que afecten 
el comportamiento, la eficacia y !a sobrevivencia de los nematodos 
entomoparasitos (Kaya y Koppenhofer, 1996; Timper etal., 1991). 

La eficacia de los biocor.troladores de insectos ha sido investigada sin 
tener en cuenta el efecto de la planta hospedante de la plaga sobre el 
comportamiento y virulencia del biocontrolador. Barbercheck et al. 
(1995) son algunos ce los que han indagado sobre la accion mediadora 
de metabolites secundarios entre la relacion biocontrolador-plaga, 
teniendo en cventa principalmente que la quimiorecepcion es el prin- 
cipal sisterpd sensorial usado por los nematodos para localizar a su 
hospedante. Las plantas hospedantes de plagas pueden afectar el 
comportamiento y/o virulencia de patogenos controladores de insectos, 
aumentando o disminuyendo el impacto de la plaga sobre la planta. El 
efecto antagonico de plantas hospedantes sobre patogenos de insectos 
ha sido demostrado con hongos, bacterias (Timper y Brodie, 1993) y 
en nematodos entomoparasitos, que aunque se movilicen entre rafces 
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de ciertas plantas, pueden verse afectados por sustancias liberadas 
por rafces de otras, que desorientan o son repulsivas para los nematodos 
(Kanagy y Kaya, 1996; (Barbercheck etal, 1995; Hui y Webster, 2000). 
Estos efectos indican el potencial impacto sobre los biocontroladores 
por parte de factores propios medio ambientales del suelo y de la 
relacion planta-plaga-controlador. 

Teniendo en cuenta este planteamiento, el presente tstudio busco 
conocer las posibles respuestas de juveniles infectives de S. feltiae 
respecto a extractos totales de S. phureja, S. tuberosum var pastusa 
y cuatro malezas comunes en cultivos de papa: Pj'.mex crispus (rafz y 
area foliar), Holcus lanatus (rafces), Poligonwn segetum (rafz y area 
foliar), Spergula arvensis (rafz y area foliar), colectadas en cultivos de 
papa en Subachoque (Cundinamarca). 

Si la senales emitidas por las fuentes de estfmulo afectan el com- 
portamiento y parasitismo, establecerfamos que el comportamiento 
de forrajeo del nematodo camhia cuando esta expuesto a dichas 
senales, dependiendo si estas actuan individualmente o combinadas. 

Materiales y metodos 

Para evidenciar e! erecto de la planta hospedante de la plaga se 
evaluaron extractos totales de rafces de plantas de Solanum tuberosum 
de las variedades Capiro, Monserrate, Morita y Pastusa (tabla 1); asf 
mismo, se ev-.!uaron extractos totales de tuberculos de las variedades 
Capiro, Konserrate, Morita y Unica, recolectadas en el Centra de 
Investigacion San Jorge. De las malezas mas comunes en el cultivo 
papa se escogieron las ya mencionadas. 

Del mismo modo, se evaluaron extractos totales de Ricinus comunis 
(area foliar), Ruta graveolens (area foliar) y Tagetes zipaquirensis (rafz) 
que ha reportado efecto nematicida sobre Meloidogyne incognita 
(Camelo, 1994). 
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Tabla 1. Especies vegetales utilizadas para la elaboracion de los extractos. 



Ntabre clentffico 


Fa in ilia 


Nflmhrq com Mil 


Solarium tuberosum 


Solan&ceac 


Papa deafto 


Helens ianatus 


Gramineoe 


FaJsu pan, pfirtn lanugo 


Pvlrgwrnm segetiim 


PuJyucnaiceaE 


Baifcasco, gualola 


;•■■'•::,• .:•::,>■■■■ 


EupliorbLaceae 


Higuerilla, ridnn ,.< 


ftiuncx criipus 


Polygonaceae 


Koniasa, Icnjaicuaco 


kuta grav?i}iet}$ 


Rulaceae 


Ruda tie ciiiiillu 


Spgrgitla trrvenxh 


CttriophyLltttcac 


Afarnjitn, mionj, cilaiKtrillo 


Tagetes 
2ipaqvir%n$i$ 


Ctimpoaiitac 








w 



De las plantas y tuberculos se evaluaron los extractos totales en agua 
destilada esteril (ADE). Para la preparacion de los extractos se 
procesaron muestras de raices y area foliar, las cuales se secaron por 
12 horas a 60 °C. Posteriormente, las muestras se molieron para 
disminuir el tamano de las oarticulas y obtener una solucion mas 
concentrada. De los tubercuios se procesaron cortes frescos. Para todos 
los casos se uso como sclvente ADE, tomando una equivalencia de 1 g 
de muestra seca por 10 ml de ADE; esta mezcla se expuso a bano de 
Maria a una temperatura de 50 °C, con agitacion de 150 rpm por 3 
horas. Seguido, ^e filtro al vacio para la obtencion del extracto. 

Las evaluacio'ies se realizaron en viales de vidrio de 5 x 2,5 cm, 
contenienclo 12 g de suelo pasteurizado. Los tratamientos 
correspondieron a: Tl: juveniles infectivos + larva (JI/L) (Testigo); 
T2: extracto + larva (Ex/L); T3: juveniles infectivos + extracto + larva 
(JI/Ex/L); T4: juveniles infectivos + extracto (JI/Ex). 



Cada tratamiento consto de 10 repeticiones y se usaron como insectos 
cebo larvas de ultimo instar de T. solanivora y A. grisella, 1 ml del 
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extracto y 100 JI/ml, localizados en el fondo de los viales (figura. 1). 
Por cada vial se libera una larva sobre el suelo para los tratamientos 
Tl, T2 y T3 que llevan larva. Posteriormente se sellaron con vinipel, se 
invirtieron y se almacenaron a temperatura ambiente y oscuridad. 
Pasadas 72 horas se verifico la mortalidad de las larvas y el numero de 
nematodos dentro de las mismas; para el T4 se recuperaron los JI del 
suelo por la tecnica del embudo Baermann (Zuckerman, ? ,-*90). 



2,5 tm 



5 era 




( oJ until ft 

dc suelo (12 g) 



J3 + extracto 



Figura 1. Vial utilizsdo f-.n la evaluacion de los extractos. 
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RESULTAPti. Y DISCUSION 



Ninguno de los extractos de raices de las variedades de S. tuberosum 
evaluados afecto el comportamiento ni la capacidad infectiva de los JI 
sobre los insectos cebo; en estos se presento una mortalidad del 95%. 
Segun el analisis de varianza, la mortalidad es altamente significativa 
para larvas cebo en tratamientos y no para los extractos evaluados, 
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analizando la interaccion de especies portratamientos, condicion acorde 
con la alta significancia de JI recuperados de larva y suelo en los 
tratamientos, que mostro la baja accion de los extractos sobre la 
patogenicidad de los JI. Aunque se presento una leve diferencia entre 
la mortalidad y los nematodos recuperados en larvas por tratamiento, 
esto se debio posiblemente a las variaciones de la calidad del hospedante 
(Kaya y Koppenhofer, 1996) observada en los cv.ibios de 
comportamiento y movilidad de las dos especies de la-^s, ya que A 
grisella tendio a movilizarse mas por la columna de suelo que T. 
solanivora, posibilitando de este modo una mayor e.tposicion a los JI. 
En general, los extractos no afectan significative, mente la mortalidad 
de las larvas; sin embargo, se detecto que en T<. (extracto-larva) para 
T. solanivora los extractos de las variedac'es Monserrate, Morita y 
Pastusa presentaron rangos de mortalidad entre el 10 y el 50% en 
Morita (grafica 1). 
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Grafica 1. Efecto de extractos de rafz de Solanum phureja, var., Cap. = Capiro; Mon. 
= Monserrate; Mor. = Morita; Pas. = Pastusa, sobre parasitismo de S. feltiae (J3/ 
larva) sobre T. solanivora y A. grisella. T2 = extracto/larva; T3 = Jl/larva/extracto. 
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Ninguno de los extractos de tuberculos de S. tuberosum ejercio un 
efecto negativo sobre la patogenicidad de los JI de S. feltiae. Se presento 
variacion entre extractos y tratamientos tanto en mortalidad de larvas 
como en JI recuperados. La incidencia de los extractos sobre la 
mortalidad de las larvas no fue significativa (p = 0,44), mientras que 
en nematodos recuperados si fue altamente significativa, determinando 
que la muerte pudo ser causada por los JI, aunque la alta VTriacion en 
numero de JI recuperados en extractos se debio po^blemente a 
agregaciones de JI en suelo y a la alta capacidad invasiva dentro de 
las larvas. Los extractos de Morita y Unica para la especie T. solanivora 
y el extracto de Unica y Capiro para la especie A. grisella presentaron 
mayor numero de nematodos en el T3. Para los demas extractos hay 
diferencias entre el numero de nematodos recuperados pero no entre 
los tratamientos. 

El numero promedio de JI recuperados en todos los extractos, por 
especie, presenta diferencias significativas, siendo mayor en A. grisella 
que en T. solanivora. En el tratc mie.nto 2 (larva/extracto) los extractos 
evaluados causaron entre un ID y 20% de la mortalidad de las larvas 
de las dos especies de inser^os cebo. Los extractos de tuberculos de 
papa evaluados no ejerderon efecto negativo sobre la supervivencia 
de los JI; de todos los extractos se recuperaron JI de suelo (T4). Los 
extractos de Monserrace y Unica presentaron los promedios mas bajos 
y el extracto de Capiro presento el promedio mas alto. 

Para el caso on estudio, los extractos de rafces y de tuberculos no 
causaron ur< efecto negativo; por el contrario, la planta hospedera de 
T. solanivora presento un efecto positivo para S. feltiae apreciable en 
el mayor numero de nematodos recuperados en el T3, confirmando 
asi que la planta hospedera de la plaga no ejerce un efecto de repelencia 
hacia los JI como lo sugeria Corredor et al. (1999) con macerados de 
rafces de S. phureja. Esta repuesta positiva puede darse posiblemente 
por el favorecimiento o incremento de las senales que estimulan la 
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busqueda del hospedante (Hui y Webter, 2000). Aunque los resultados 
obtenidos no evidenciaron el posible efecto negativo sobre el desarrollo 
generacional de los nematodos, el encuentro de nematodos adultos 
dentro de las larvas presentaron indicios de una nueva generacion en 
proceso, ya que metabolitos secundarios de la planta hospedera pueden 
afectar la virulencia y produccion de progenie del nematodo a traves 
de la calidad y sanidad del insecto hospedera (Barbercheck cial., 1995). 

En los extractos de malezas evaluados para las dos especies de insectos 
cebo se observo una disminucion en el numero de nematodos 
recuperados en el T3 respecto a los testigos (Tl) Esto explica la alta 
significacion entre tratamientos. Los extractos no presentaron 
diferencias para la mortalidad de las larva." entre especies, pero si 
entre tratamientos. Los extractos del are-, foliar de Ruta graveolens, 
area foliar de Ricinus comunis y r^iz de Tagetes zipaquirensis 
presentaron un efecto negativo sobre el parasitismo de S. feltiae, con 
una disminucion entre el 50 y 100% del numero de nematodos 
recuperados en el T3. Para los extractos de Rumex crispus (parte aerea 
y raiz) se observo que el numero de nematodos recuperados en el Tl 
fue muy bajo, comparado con los testigos de los otros extractos; 
igualmente se presento una reduccion en el T3 (graficas 2 y 3). 

Para A. grisella lo r > extractos de Polygonum segetum (area foliar y 
raiz) y Spergula arvensis (area foliar) presentaron mayor numero de 
nematodos en el T3; en los demas extractos se presento una 
disminucion en el T3 respecto del Tl. Los extractos de Rumex crispus 
(parte aei^a y raiz) presentaron un promedio menor en el numero de 
nematodos recuperados en Tl con relacion a los obtenidos en los otros 
testigos; igualmente, se presento una disminucion en el T3 para las 
dos especies de insecto cebo, posiblemente debido a problemas de 
baja patogenicidad presentados por el almacenamiento de los JI du- 
rante la realizacion de este trabajo, aunque con los resultados obtenidos 
se logra evidenciar que esta planta afecta la patogenicidad de S. feltiae. 
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Grafica 2. Efecto de extractos de las malezas Hole. (Holcus lanatus), PsegA (Poligonum 
segetum, area foliar). PsegR (Poligonun, segetum, raiz); Ricin (Ricinos comunis); 
Rum. A (Rumex crispus, area folia r ,; Rum.R (Rumex crispus, raiz); Ruta (Ruta 
graveolens); Sper.A (Spergula arvensii,, area foliar); Sper.R {Spergula arvensis, raiz); 
Taget. (Tagetes zipaquirensis) sob r ? parasitismo de S. feltiae (J3/larva) afectando T. 
solanivora, Tl = Jl/larva y T3 = .'i/extracto/larva 

V 

Los extractos de Ric: n us comunis, Ruta graveolens, Rumex crispus 
(raiz) y Tagetes zipaquirensis presentaron menor numero de JI 
recuperados del suelo para las dos especies de insectos cebo, siendo 
el de Rumex enspus (raiz) el que menor numero de JI presento, menos 
del 5 %. Estc confirma que los extractos de estas plantas afectaron la 
capacidaa de penetracion mas no la patogenicidad ni supervivencia de 
los J I de S. feltiae. 



Los extractos de Tagetes zipaquirensis han sido reportados con accion 
nematicida sobre larvas y huevos de Meloidogyne incognita, en 
exposicion directa al extracto (Camelo, 1994); sin embargo, para los 
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Grafica 3. Porcentaje de parasitismo de S. feltiae sobre A. grisella, expuestos a 
extractos de las malezas. Hole. (Holcus lar.etus), P.segA (Poligonum segetum, area 
foliar). P.segR (Poligonum segetum, raL"); Ricin (Ricinus comunis); Rum. A (Rumex 
crispus, area foliar); Rum.R (Rumex crispus, rafz); Ruta (Ruta graveolens); Sper.A 
(Spergula arvensis, area foliar); Spei R (Spergula arvensis, rafz); Taget. (Tagetes 
zipaquirensis). Tl = Jl/larva, T3 = .Vextracto/larva. 
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JI de S. feltiae no se presento tal efecto. De la misma forma, 
componentes como el rerthienyl, que esta presente en varias especies 
de la familia Comoositae, presentan un efecto letal en concentraciones 
directas y en arr^na sobre S. glaseri, efecto que no ocurre en soluciones 
acuosas de es"e mismo componente (Kanagy y Kaya, 1996). Esta es la 
posible exp! cacion para el efecto de T. zipaquirensis, que pertenece a 
esta familia y que posiblemente posea un componente nocivo para los 
nematodos; efectos similares pueden atribuirse a R. graveolens. 



En observaciones de laboratorio, se detecto que al alimentar las larvas 
de Spodoptera spp. con foliolos de R. comunis, la patogenicidad de S. 
feltiae disminuyo hasta en un 100%, condicion que se mantuvo al 
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Grafica 4. Porcentaje de parasitismo de S. feltict sobre T. solanivora. T2 = extracto/ 
larva y T3 = JI/extracto/larva. Hole. (Holcus Lnatus), PsegA (Poligonum segetum, 
area foliar). PsegR (Poligonum segetum, rafc); kicin (Ricinus comunis); Rum.A (Rumex 
crispus, area foliar); Rum.R (Rumex crispu.3, raiz); Ruta (Ruta graveolens); Sper.A 
(Spergula arvensis, area foliar); Sper.R 'Spergula arvensis, raiz); Taget. (Tagetes 
zipaquirensis). T2 = extracto/larva y "3 = JI/extracto/larva. 
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analizar los extractos do 2sta planta, o sea que el efecto se debe a 
metabolitos de la plant? mas no transformaciones por digestion en los 
insectos, como en un comienzo de habia supuesto. 
Las larvas de T. solanivora fueron mas susceptibles a los extractos 
evaluados, pr^antando los mayores porcentajes de mortalidad. El 
extracto que n;enos afecto las larvas de T. solanivora fue el de Spergula 
arvensis, prasentando solo un 10% de mortalidad; el mayor efecto lo 
presento el extracto de Rumex crispus (raiz) con un 90% de mortalidad 
en el T2 (grafica 4). Todos los extractos mostraron efecto sobre la 
mortalidad de las larvas de A. grisella, siendo el de Rumex crispus 
(raiz) el que registro mayor mortalidad, con 90% en el T2, seguido del 
Tagetes zipaquirensis y Rumex crispus (raiz), con 50% de mortalidad 
en el T2 (grafica 5). 
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Grafica 5. Porcentaje de parasitismo de S. r dvae sobre A. grosella, expuestos a 
extractos de las malezas Hole. (Holcus lanatus), P.segA (Poligonum segetum, area 
foliar). P.segR (Poligonum segetum, rafz); Ricin (Ricinus comunis); Rum. A (Rumex 
crispus, area foliar); Rum.R (Rumex crispuj, rafz); Ruta (Ruta graveolens); Sper.A 
(Spergula arvensis, area foliar); Sper.R 'Spergula arvensis, raiz); Taget. (Tagetes 
zipaquirensis). T2 = extracto/larva y '"3 = Jl/extracto/larva. 
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Patogenicidad de doce especies de hongos sobre JI de 
Steinernema feltiae (Rhabditida: Steinernematidae), 

cepa Colombia 

Palacios N.*, Luque J. E.** y Parada J. C.*** 

Resumen 

T 

Se determino el efecto de los hongos Zigorhncfrjs heterogamus, 
Mucoral sp., Fusarium spl., Rhizopus sp., Fusarium sp2., Verticillium 
lecanii, Paecilomyces lilacinus, P. fumosoroseauc, Beauveria bassiana, 
Metarhizium anisopliae, Arthrobotrys sp., y Giiocladium sp. sobre ju- 
veniles infectivos de Steinernema feltiae, repa Colombia. Estos hongos 
fueron aislados de suelos cultivados con papa, en los municipios de 
Usme y Subachoque (Cundinamarca). los montajes se llevaron a cabo 
en cajas de Petri de cuadrantes 'aminas tipo Cobb. Se evaluo el 
comportamiento de los JI de acierdo con las recomendaciones de 
Ishibashi &Takii (1993). Los JI f jeron mas activos durante las primeras 
24 horas de exposicion a los hongos, un promedio del 15% se adentro 
al area de crecimiento hifal y 3l 85% restante se ubico en areas anexas 
sobre el medio o alredecor de la caja de Petri. Pasadas las 36 horas, 
los JI mostraron comportamientos de relajacion, con sus cuerpos 
completamente est; r ados o enroscados, solitarios, dentro de las areas 
de crecimiento hi«"al y agrupados sobre el agar o en las paredes de las 
cajas de Petri. Toio las especies Fusarium spl, M. anisoplae, Giiocladium 
sp., ArthrobrSiys sp., P. lilacinus y P. fumosoroseaus causaron patologias 
de muerte sobre los JI, al ser capturados por los anillos hifales 

Palabras clave: Steinernema feltiae, hongos del suelo, hongos 
entomopatogenos. 
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Introduction 

Nematodos entomoparasitos como Steinernema feltiae (Rhabditida: 
Steinernematidae) de amplia distribucion y parasitos obligados de 
insectos del suelo, vienen siendo usados como agentes controladores 
de plagas dentro de varios cultivos a nivel mundial (Kaya & Gaugler, 
1993). Sin embargo, su eficacia en el control esta deten^inada por 
factores abioticos y bioticos propios del ambiente ruelo (Kaya & 
Koppenhofer, 1996). De los diferentes organismos presentes en suelo, 
los hongos pueden actuar de manera sinergica con nematodos 
entomoparasitos sobre plagas del suelo o con.^ competidores por 
espacio y potenciales hospederos (Smith, 1999), pero de igual manera 
pueden afectarlos patologicamente (Kopper^,ofer etal, 1996). 

Metodologia 

A partir de muestras de suelo de la sabana, provenientes de cultivos 
de papa y usando la tecnica de diluciones seriadas, se aislaron, 
identificaron y evaluaron las especies de hongos: Zigorhnchus 
heterogamus, Mucoral sp., y Fusarium spl., Rhizopus sp., y Fusarium 
sp2., Verticillium lecan; ! , Paecilomyces lilacinus, P. fumosoroseaus, 
Beauveria bassiana, Metarhizium anisoplae, Arthrobotrys sp., y 
Gliocladium sp., identincadas gracias a la asesoria de la doctora Rosmira 
Rivero, de la Facultsd de Agronomia de la Universidad Nacional. Para 
la evaluacion de los hongos se siguieron las tecnicas recomendadas 
por Kaya y Koppenhofer (1996), las cuales consisten en exponer los 
nematode;; s hongos en cajas de Petri y en suelo. 

Hongos en cajas de Petri 

Se emplearon cajas de cuadrantes con siembras de los hongos Z. 
heterogamus , Mucoral sp, Fusarium sp 1, Rhizopus sp. y Fusarium sp 
2, V. lecanii, B. bassiana M. anisopliae y Gliocladium sp en PDA, 
dependiendo del crecimiento de los hongos. Entre las 24 y 36 horas de 
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crecimiento hifal y se liberaron 50 JI/12 |_i I . Cada 12 horas, durante 4 
dias, se realizaron observaciones evaluando el comportamiento de los 
JI respecto a la movilidad dentro y fuera del hongo, patologias y 
supervivencia. Para verificar patologias y supervivencia de los JI, se 
aislaron y se realizaron tinciones y observaciones al microscopio. El 
montaje para cada hongo se realizo en 10 cajas (repeticiones) y como 
testigos se utilizo una caja con solo nematodos y otra con solo el 
hongo. 

Para el montaje de los hongos Arthrobotrys sp, P. fumosoroseus, y P. 
lilacinus se usaron cajas de Petri de 5 cm y siemca en agar de harina 
de maiz (CMA) (50g de harina de maiz; 10 g dt -agar; 800 ml de ADE). 
Se incubo durante 7 dias a una temperaU:ra promedio de 22 °C. 
Transcurrido este tiempo se liberaro' 100 JI/50 pi por caja. 
Posteriormente se realizaron ohservaciones evaluando el 
comportamiento, patologias y sucervivencia. Al igual que para el 
montaje anterior, se aislaron y realizaron tinciones y observaciones al 
microscopio para verificar patolcgias y supervivencia del JI. Se montaron 
10 repeticiones con dos testigos, uno para los nematodos y otro para 
el hongo. 

V 

Hongos en suelo .•> 

De acuerdo con los resultados obtenidos en la evaluacion anterior, los 
hongos que presentaron patogenicidad sobre S. feltiae, cepa Colom- 
bia, se evaluaron en suelo en concentraciones de 1x10 s esporas/ml 
sobre 2 g de i:uelo pasteurizado en cajas de cultivo de 12 cavidades. 
Pasados 7 '.lias se liberaron entre 50 y 200 Jl/ml, disponiendo los 
siguientes tratamientos, cada uno con tres repeticiones: 

Tl: Hongo + 50 JI T5: No hongo + 50JI (testigo) 

T2: Hongo + 100 JI T6: No hongo + 100JI (testigo) 

T3: Hongo + 200JI T7: No hongo + 200JI (testigo) 

T4: Hongo + JI T8: No hongo + JI (Testigo) 
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Los tratamientos 5, 6, 7 y 8 se tomaron como testigos para cada 
concentracion de JI. Pasados 7 dias de liberados los JI, se dispuso una 
larva de cuarto instar de T. solanivora por cada repeticion. Luego de 
72 horas se determino la mortalidad de la larva y por medio de 
disecciones de estas se contabilizaron el numero de nematodos que 
habian ingresado; una vez realizadas las evaluaciones se depositaron 
de nuevo larvas por repeticion. El proceso de liberacion c^ larvas se 
realizo cada 7 dias hasta no encontrar nematodos dentro de estas. 

Resultados y discusion 

o- 

Hongos en cajas de petri 

En total se evaluaron 12 especies de hongo'j aislados de muestras de 
suelo y de reconocida accion entomop<.;togena. En la tabla 1 se 
registraron las especies de hongos v su efecto sobre los JI. Las 
siguientes especies evaluadas no ejercieron ningun efecto nocivo o 
deletereo sobre los juveniles infectivos: Z. heterogamus, Mucoral sp, 
Fusarium sp 1, Rhizopus sp., Fusarium sp 2, V. lecanii, Gliocladium 
sp., B. bassiana y M. anisoplioe. Unicamente las especies P. lilacinus, 
P. fumosoroseus y Arthrobo+rys sp. causaron patogenicidad sobre los 
JI, tanto aquellos expu^slos en cajas de petri como en ensayos en 
suelo. 

Para las especies 7. heterogamus, Mucoral sp, Rhizopus sp, Fusarium 
sp2, Gliocladi'j<rt sp y M. anisopliae se observo a las 12 horas JI 
moviendose dontro de la zona de crecimiento del hongo, a las 24 horas 
aumento d > iiimero de JI dentro del hongo, entre las 36 y 48 horas los 
movimientos observados eran mas lentos y algunos JI tomaban una 
posicion enrollada sobre si mismos entre el agar y el hongo. En ninguno 
de estos casos se evidencio patogenicidad sobre los JI. Para la especie 
Fusarium spl, aislada de suelo del invernadero, solo se observo el 
ingreso de un JI dentro de la zona del hongo 72 horas despues de 
liberados los JI. 
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Tabla 1. Efecto de 12 cepas de hongos sobre los JI de S. feltiae 



Hongos evaluadoi 


Movilidail 


JI nmertns 


Atrapamientn 


Zigorhitnchits heiervgatnus 


+ 


- 


™ 


Mucoral sp 


4 


- 


- 


Fusan'um sp 1 


+ 


+ 


- 


Riicpus Sp 


+ 


- 


U" 


Fusaritittt sp 2 


- 


- 


oSr 


VerticUkum lecami 


+ 


" 


^ 


Paeciiomyces filacintfs 


+ 


+ 


+ 


Paecilomyces fitmosoroseua 


+ 


+ <A- 


+ 


Beauveria bassiuna 


+ 


-S^ 


> 


Metcirriziwtf (tttisopUae 


+ 


b' 


- 


Arihrobatrys. sp 


+ 


v^ + 


+ 


Ghodadium sp 


+ 


t^" + 


- 



Se encontraron algunas particularidad°s en algunos hongos, como en 
la especie Mucoral sp. en la que se apreciaron JI subiendo por las hifas 
y al llegar a la punta se apoyaron y estiraron hasta alcanzar otra hifa 
para asf poder desplazarse en're ellas. El genero Gliocladium sp. es 
patogenico sobre nematodos parasitos de plantas, pero para S. feltiae 
no resulto patogenico, aunque se observo hacia las 72 horas JI 
desplazandose por entre las hifas del hongo con movimientos lentos y 
dificultosos, y la formacion de anillos hifales rodeando los JI, pero el 
movimiento de estos oermitia que se liberaran facilmente de los anillos. 

Para M. aniso^Hae en las zonas donde el hongo tuvo una alta 
esporulacion, !os movimientos de los JI fueron bruscos y dificultosos 
pero logr'-tbcin desplazarse entre las hifas; se encontraron JI totalmente 
cubiertos de esporas, pero con sus movimientos lograban despegarlas. 
No se encontraron esporas germinadas dentro de los cuerpos de los 
JI. En el caso de B. bassiana, solo hasta 36 horas despues de liberados 
los JI se observaron movimientos dentro de la zona de crecimiento del 
hongo; pasadas 48 horas no se evidencio movimiento ni dentro ni 
fuera del hongo; todos los JI tomaron una posicion de enrollamiento 



78 



como si el medio produjera un metabolito o un ambiente que no era 
agradable para ellos. 

En el hongo V. lecanii se observaron algunos JI desplazandose dentro 
de la zona de crecimiento del hongo a las 24 horas, pero debido al 
crecimiento del mismo no se pudo continuar con las observaciones 
porque no se diferenciaban los JI. Por tal motivo el montei? se repitio 
en cajas de Petri pequenas, usando CMA como medio r le cultivo. A 
pesar de que en este medio el crecimiento es mencs denso tampoco 
se logro diferenciar los JI dentro del hongo. El medio CMA ha sido 
reportado por muchos autores en la evaluacion de bongos con diferentes 
especies de nematodos (Persson y Jansson, »99), Gronvold et al., 
(1988); los resultadosobtenidos permitieron eonfirmar que este medio 
facilita la observacion y no afecta la patogsnicidad del hongo. 

Las especies de Arthrobotrys spp. sen consideradas como un buen 
predador de nematodos parasitos de plantas Cayrol etal., 1978 (citado 
por Gonzalez eta/, 1988), Koppenhofereta/, 1996, Persson y Jansson, 
1999. En el presente estudio se confirmo este efecto predador sobre 
JI de S. feltiae, cepa Colombia, en cajas de agar, siendo este el hongo 
mas patogenico que se encontro. Esta especie tiende a formar redes 
para atrapar a los nematodos, lo que hace presumir que la cepa 
evaluada posiblemente era de A. robusta, ya que no produjo anillos 
constrictores tan fucrtes como en otras especies de Arthrobotrys sp. 
(Timper y Brod : o, 1993). 

Hongos i.v suelo 

Las cepas de los hongos Arthrobotrys sp, P. lilacinus, P. fumosoroseus 
que presentaron efecto sobre los JI de S. feltiae, cepa Colombia, en 
cajas de petri con agar tambien afectaron la supervivencia y capacidad 
de ingreso de los JI de S. feltiae bajo condiciones de suelo sobre larvas 
de T. solanivora. Se encontraron diferencias significativas entre el 
numero de nematodos recuperados en las larvas a traves del tiempo, 
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en presencia del hongo y entre las dosis de JI expuestos, pero no 
entre las cepas de hongos evaluadas. 

Los mayores porcentajes de recuperacion se presentaron en la primera 
larva expuesta (7 dias despues de aplicacion DDA), evidenciandose el 
efecto de los hongos con el menor numero de JI recuperados en los 
tratamientos respecto de los testigos, para los tres hongcr ^.valuados. 

En todos los casos, se evidencio una disminucion en el numero de 
nematodos recuperados a traves del tiempo, lo que se debe a que solo 
al iniciar el ensayo se liberaron JI y cada larva \a extrayendo lo que 
quedaba de la anterior. Por tal razon se aprcvia mas el efecto en la 
primera larva. Para el hongo P. fumosoroseus se presento un porcentaje 
alto de recuperacion en la larva 2 (DDA14") o la dosis 200, posiblemente 
algunos JI escaparon al hongo y lognron localizar un hospedero e 
ingresar y causar la muerte del mismc. 

El mayor porcentaje de JI recuperados lo presento el hongo P. lilacinus. 
Los resultados mostraron que a mayor poblacion de JI se presenta 
una menor incidencia del efecto de los hongos; algunos JI fueron 
atrapados pero otros loyraron localizar e infectar su hospedero. 

Los hongos y los JT causaron una mortalidad de las larvas entre el 30 
y 100%, presentandose los mayores porcentajes para P. lilacinus y P. 
fumosoroseus ^si mismo, los mayores porcentajes de mortalidad se 
evidenciaron t:n las dosis mas altas, lo que demostro que la mortalidad 
pudo habcr sido causada por los nematodos. 

Aunque un solo nematodo ingrese a la larva, causa la muerte de la 
misma, mostrando que estos hongos afectan a los JI porque los atrapan 
y no por efectos sobre su patogenicidad. 
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Proceso de infeccion de Steinernema feltiae cepa 
Colombia, sobre larvas de Tecia solanivora 

Corredor L T.*, Luque J. E.** y Parada J. C.*** 

Resumen 

A fin de conocer el comportamiento de parasitismc de juveniles 
infectivos de Steinernema feltiae sobre estados larvales de Tecia 
solanivora (insectos de habitat criptico) se estableueron ensayos de 
penetracion, de tiempo de exposicion, de column de arena variando 
humedad y textura de suelo, y ensayos unc a uno. Los juveniles 
infectivos mostraron que a un 18% de penou-acion se reporta 100% 
de mortalidad a las 12 horas, se presenta aita movilidad en suelos de 
textura arenosa, franco arenosa, frer.co limosa y franco arcillosa, 
siempre y cuando su humedad no sucere la capacidad de campo. En 
suelos de texturas arcillosa y l ; mcsa la movilidad disminuye si la 
humedad varia de seco o satjrado. La capacidad de localizacion y 
penetracion de los JI a las larvas de T. solanivora, en galenas formadas 
dentro los tuberculos por las !cirvas, no se ve afectada por la profundidad 
de localizacion del tube-clo, ni por la disposicion de las galerias en 
este. Estos localizan cl tuberculo en el suelo y llegan a la larva que se 
encuentra dentro de la galena del tuberculo, independientemente del 
tipo de suelo y orofundidad. S. feltiae se muestra como un posible 
controlador de tspecies de insectos de habitat criptico. 

Palabrar. ciave: nematodos entomoparasitos, Steinernema feltiae, 
Tecia solanivora. 
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Introduccion 

El registro de especies nativas de nematodos entomoparasitos de los 
generos Heterorhabditis y Steinernema en Colombia ha incrementado 
el interes de investigacion sobre estos organismos como controladores 
de insectos de importancia economica en diferentes cultivos. La especie 
Steinernema feltiae (Rhabditida: Steinernematidae) aisladc en areas 
productoras de papa, Solanum tuberosum, en Cundinamarca y Boyaca 
(Saenz, 1998; Parada, 2001) es la que se proyecta como posible 
alternativa de control biologico para plagas en culti/os inmediatos en 
bosques alto andinos y paramos. 

Experiencias como las de Garzon y Aza (1994;, Alvarado etal (1998), 
Saenz (1998) y Corredor (2001) han 'jroporcionado informacion 
biologica, ecologica y de parasitismo icore diferentes hospedantes, 
registrando hasta un 99% de mortalidad en larvas de ultimo instarde 
Clavipalpus ursinus (Saenz, 1998), T. solanivora (Parada, 2001; 
Alvarado et al., 1998, Corredor 3 999) y Achroia grisella (Corredor, 



2001; Parada, 2001). 



El proceso de infeccion de ios juveniles infectivos de S. feltiae permitio 
medir la habilidad del nematodo para buscar, reconocer, penetrar y 
matar al hospedante bianco, ademas de determinar su sensibilidad. 
Los experimentos co.nprendieron ensayos de virulencia y sensibilidad, 
los cuales, sigu'endo el proceso completo de infeccion, permitieron 
determinar el parasitismo del nematodo y la sensibilidad del hospedante 
al medir rcioectivamente la tasa de penetracion de juveniles infectivos 
y el tiempo de muerte del bianco (Caroli et al., 1996). Por otro lado, 
ensayos de columna de arena permiten conocer la movilidad y la 
capacidad de busqueda de los juveniles infectivos, al medir la tasa de 
penetracion y el desarrollo del nematodo en hospedantes de 
comportamiento criptico o libremente localizados en suelos con textura, 
humedad y profundidad diferentes. 
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Material.es y metodos 

Las poblaciones de larvas y nematodos se obtuvieron de las crias del 
laboratorio de control biologico de entomologia (Facultad de Agronomia, 
Universidad Nacional de Colombia, sede Bogota), mantenidas a 24 ±1 
°C de temperatura y humedad relativa de 60%. Se usaron larvas de 
ultimo instar de Galleria mellonella (L), Achriolla gris<-y!a (Fabri- 
cius,1794), (Lepidoptera: Pyralidae) de primer y ultimo irojar; ademas, 
se emplearon pupas de Tecia solanivora. Como material vegetal se 
usaron tuberculos de Solanum phureja variedad yema de huevo. Los 
juveniles infectivos (JI) de S. feltiae se increme->taron siguiendo las 
recomendaciones de Stock, 1998, a partir de r^lnoculaciones con lar- 
vas de G. mellonella sobre cajas de Petri con 5 x 10 6 nematodos 
almacenados en 50 g de arena de no estenl. 

Prueba de Virulencia y Sensibilidad 

Se dispusieron 50, 100 y 150 Jl/ml/orificio en cajas de cultivo de tejido 
tipo Falcon® de 12 orificios, con papel filtro y arena de no esteril. 
Transcurridas 24 horas, se expusieron por concentracion larvas de T. 
solanivora de primero y cu'-tto instar, y pupas. A las 12, 48, 72 y 96 
horas se evaluo el porcent^je de mortalidad en larvas y, por diseccion, 
se determino el porccntaje de penetracion de nematodos por 
hospedante. 

El ensayo sigu'6 un diseno completamente al azar con factorial 3 x 4 x 
3 x 15, corresoondiente a tres concentraciones de JI, cuatro tiempos, 
tres estado? larvales y 15 replicas. 

Pruebas en columna de arena 

Para estos ensayos se utilizaron suelos de texturas franco arcillosa 
(FAr), franco arenosa (FA), franco limosa (FL) y arena de no (A), 
debidamente pasteurizados ocho dias antes de cada montaje. Las 
pruebas comprendieron: 
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Movilidad en columna de suelo. En cilindros plasticos de 25 cm de 
largo, 2,5 cm de diametro, con dos orificios laterales distanciados 7 
cm cada uno, y una capacidad de 110 g, se dispusieron tratamientos 
para determinar la movilidad y capacidad de busqueda de JI de S. 
feltiae sobre larvas de T. solanivora libres en suelo a 24 cm de 
profundidad. Para las texturas de suelo, se evaluaron las humedades 
de capacidad de campo (36%), seco (1%) y saturado ( i :G%). Para 
cada una de las repeticiones, las larvas se dispusierc. a 24 cm de 
profundidad y se aplicaron 400 nematodos en la superficie del suelo 
de cada cilindro, dispuestos vertical mente (figura 1). Las evaluaciones 
se realizaron sobre muestras de suelo extraidas a Graves de los orificios 
laterales de cada cilindro, a las 12, 24, 48 y 72 horas. Las muestras de 
suelo fueron centrifugadas a 300 rpm por c<os minutos, contando el 
numero de nematodos presentes en cada muestra. A las 72 horas se 
determino la muerte de las larvas y i,e disectaron para verificar la 
presencia o ausencia de nematodos y su estado de desarrollo. El ensayo 
siguio un diseno completamente al azar con arreglo factorial 4x3x4 
x 5, correspondiente a cuatro texturas, tres humedades, cuatro tiempos 
y cinco replicas (figura 1). 
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Figura 1. Cilindro para pruebas de movilidad y penetracion de JI S. feltiae en tres 
texturas y tres humedades de suelo. 
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Capacidad de busqueda 1. En recipientes plasticos con 1.500 g de 
suelo de textura FL se dispusieron 2 tuberculos de S. phureja a 9 y 19 
cm de profundidad, expuestos a 200 huevos de T. solanivora listos 
para eclosionar (figura 2). A fin de determinar la capacidad de busqueda 
y el ataque de los JI sobre los estados larvales de T. solanivora libres 
en suelo y dentro de los tuberculo, se procedio a liberar 15.000 JI en 
repeticiones diferentes, a los cinco dias despues del mon^je 5 DDM, 
10 DDM, 15 DDM, 20 DDM y 25 DDM, a los cuales se tes denomino 
respectivamente Tl, T2, T3, T4 y T5. El ensayo siguio un DCA con tres 
replicas por tratamiento. El avance del ataque de 7. solanivora sobre 
el tuberculo se considero como el tratamiento obsoluto del ensayo. 
Pasados 25 dias de la liberacion de los JI et: cada tratamiento, se 
evaluo el porcentaje de dano en tuberculos oor medio de la clave de 
dano modificada sugerida por Rodriguez (1938): numero de nematodos 
presentes en suelo por medio de las teiilcas de embudos Baermann y 
presencia de nematodos en galenas ds tuberculo, larvas y pupas. La 
valoracion de la capacidad de busqueda de los JI se establecio por los 
niveles de dano en tuberculos y presencia o ausencia del nematodo en 
tuberculos, larvas o pupas. 
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Figura 2. Montaje para pruebas de capacidad de busqueda de JI S. feltiae sobre T. 
solanivora en tuberculos, a dos profundidades de siembra en suelo. 
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Capacidad de busqueda 2. Se dispusieron 2 tuberculos de S. phureja 
a 15 cm de profundidad, en bolsas con 3 kg de suelo de textura FL, 
discriminando bolsas con suelo pasteurizado y sin pasteurizar (natu- 
ral). Todas las bolsas se fertilizaron con 5g/bolsa del fertilizante grado 
NPK 10-30-10. Por bolsa se liberaron 200 huevos de T. solanivora en 
la superficie del suelo y 45.000 JI/ repeticion. El ensayo siguio un 
diseno completo al azar con arreglo factorial 2x2x7, corr^pondiente 
a dos tipos de suelo (pasteurizado y natural), dos trat^i^.ientos, Tl a 
los 5 DDM y T2 a los 20 DDM. Se conto un testigo relativo (TR) con 
huevos y sin JI, y un testigo absoluto (TAB) (sin huevos ni JI); cada 
tratamiento conto con dos repeticiones. A los 25 DDL de JI se evaluo el 
porcentaje de dano en tuberculos, el numero y parasitismo de 
nematodos presentes en suelo y la pres^ncia de nematodos en 
tuberculos, larvas y pupas. 



Resultados y discusion 
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Prueba de virulencia y sens'bihdad 

Ensayos uno a uno, tiempo de exposicion y capacidad de penetracion. 
Para T. solanivora en las Ires concentraciones no se encontraron 
diferencias significativas en la penetracion de JI a los diferentes estados 
de desarrollo, aunque para el modelo se encontraron diferencias 
significativas (F = 4,69 gl = 35 Prob > F = <0,0001) y se encontraron 
diferencias para estado de desarrollo y para la interaccion entre tiempo 
y estados de desarrollo. En cuanto a las concentraciones no hubo 
diferencias significativas con respecto al numero de nematodos que 
penetraron. Al realizar la prueba de comparacion de Tukey se encontro 
que en el estado de desarrollo de pupa se presento el mayor numero 
de ingreso de JI con respecto a los otros estados de desarrollo (grafica 
1). En la prueba de contrastes se confirman las diferencias para estado 
de desarrollo y para la interaccion entre tiempo y estados de desarrollo. 
Se encontro que la capacidad de penetracion (P:%) para los estados 
de desarrollo de T. solanivora es bastante baja, aunque para cada 
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Grafica 1. Numero de nematodos que ingresan a diferen'-ts estados de desarrollo de 
T. solanivora. (Promedios seguidos por la misma It 'era no son significantemente 
diferentes a a = 0,05, prueba de Tukey). 
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O 1 ^ 
estado hay un maximo de penetracion de JI (tabla 1). Para el primer 

instar penetra un maximo de 2 JI por larva, mientras que para larvas 

de cuarto instar se hallo un maximo de 56 JI por larva y un minimo de 

1 JI; en pupas se encontro un maximo de 32 JI por pupa y un minimo 

de 1 JI, con un rango de mort-Jidad entre el 68,75 y el 93,75%. Cuando 

se infectaron en suelo larv-.s de T. solanivora, se encontro 18,55% de 

penetracion de JI, con un minimo de 1 JI y un maximo de 73 JI en 

larvas muertas, con ^3,75% de mortalidad. 
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Tabla 1. Porcentajo ae penetracion (%P) de JI de S. feltiae en tres concentraciones y 
de mortalidad ( /ci 1 ) de tres estados de desarrollo de T. solanivora. 



Estado de desarrollo Jl/rnl 



I mstar 
T. solanivora 

IV instar 
T. solanivora 

Pupa 
T. solanivora 



50 



100 



150 
50 



100 



150 
50 



100 



150 



Arena 



%P %M 



2.4 93.75 



1.27 75 



0.58 81.9 
1.47 75 



18.5 93.75 



2.62 93.75 
3.87 68.75 



2.73 75 



1.47 93.75 
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Para larvas de G. mellonella en arena existe un porcentaje de 
penetracion de 76%, con una mortalidad del 100%, y para A. grisella 
en arena un 36% con un 100% de mortalidad en arena y en suelo 
24,58% de penetracion y mortalidad del 93%. Para todos los insectos, 
el tiempo de exposicion coincidio con que el 93% de los insectos ya 
estaban muertos a las 12 horas. 

Se observo que el nematodo penetra larvas de primer instar de T. 
solanivora dado que su tamano aproximado esta entre 1,3 a 1,4 mm 
(Herrera, 1997), alcanzando a encontrar machos y htmbras de primera 
generacion. En los tres estados larvales de T. solanivora se observaron 
muy pocos nematodos que ingresaron a las larvas o pupas, pero aquellos 
que ingresaron mostraron alto parasitismc causando la muerte al 
hospedante. En estado de pupa se encon'.ro el mayor ingreso de JI a 
las 12 horas, mientras que en los otrot, estados se encontro a las 72 
horas y la relacion de penetracion con respecto a la concentracion es 
directa, porque a medida que aumenta la concentracion aumenta el 
numero de JI que ingresa al hospedante. Algo muy similar sucede con 
S. carpocapsae cuando entre las 48 y 72 horas se presenta el mayor 
numero de nematodos dent^o del insecto trampa (Epsky y Capinera, 
1993). Las diferencias er> invasion por parte del nematodo con respecto 
a las diferentes especies de insectos y sus estados de desarrollo se 
puede deber, como lo afirma Westerman (1998), a la actividad, la 
cuticula, el tameno u otros aspectos del insecto. 

S. feltiae muvstra una mortalidad hasta del 93%, comparada con la 
que mues^Pin Epsky y Capinera (1994) al nombrar datos de 73% de 
mortalidad con una penetracion de menos de 1% de la dosis aplicada. 
Estos estudios arrojan resultados de 30% de invasion por parte S. 
carpocapsae (Epsky y Capinera, 1994), los cuales son superados por 
los porcentajes de penetracion de la cepa Colombia de S. feltiae con 
un 76% para G. mellonella y un 100% de mortalidad. Respecto a la 
capacidad de penetracion de S. feltiae en T. solanivora cuando se 
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infecta en arena o suelo, el nematodo aumenta su agresividad y su 
capacidad de busqueda, causando la muerte de la totalidad de las 
larvas: Esto contradice a Saenz (1998), que sostiene que el nematodo 
muestra poca habilidad para descubrir su hospedante al cambiar las 
distancias de busqueda o al colocar obstaculos como suelo. 

No se encontraron diferencias entre las dosis y el poixentaje de 
penetracion; la mortalidad del hospedante no se ve a c ectada por la 
dosis del nematodo, pues al ingresar solo un JI, este es capaz de 
causar la muerte a su hospedante sin tener en cuenta el sustrato en 
que se encuentre, por lo que el determinar una dosis es bastante 
cuestionable. Ademas, existe un numero maximo de JI que ingresa al 
hospedante y no sobrepasa la dosis que se aplico, por lo que se de- 
duce que es una capacidad de carga que permite que el nematodo se 
pueda reproducir dentro del hospedar.^e. El tiempo de exposicion de 
T. solanivora a S. feltiae muestra que el nematodo mata rapidamente, 
puesto que a las 12 horas el 90°/-> de los insectos estan muertos; sin 
embargo, se deben hacer prueb bs mas rigurosas en periodos de tiempo 
mas cortos. 

Pruebas en columna Cv arena 

Movilidad de JI dt 5. feltiae. El modelo para la movilidad es altamente 
significativo pare las dos distancias a las que se conto el numero de 
nematodos (Dir^ancia 1 (7 cm): F = 15,86; GL= 35 Pr > 0,01; Distancia 
2 (14 cm): F -- 10,89; GL = 35; Pr > 0,01); se encontraron diferencias 
significatlvas en suelo, tiempo y la interaccion suelo*tiempo para las 
dos distancias, presentandose el mayor efecto en el tipo de suelo. No 
hay efecto entre distancias de movilidad. 

En la grafica 2 se observa que el mayor movimiento del nematodo se 
realiza en arena, seguido del FAr, FA y, por ultimo, el FL, para las dos 
distancias. El mayor numero de nematodos se encuentra a las 24 horas 
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para las dos distancias; aunque en la distancia 2 (14 cm) se encontraron 
mas nematodos, el mayor numero de estos se observo en el suelo FAr 
a las 24 horas, seguido de FA y, por ultimo, el FL. A medida que pasa 
el tiempo el numero de nematodos disminuye en la columna de suelo. 
La humedad no presenta significancia para la movilidad del nematodo, 
sin embargo, el mayor numero de nematodos se presento en capacidad 
de campo, seguido de seco y por ultimo el saturado, en I? oistancia 2 
(14 cm). En las interacciones fue muy similar, presenta^dose el mayor 
numero de nematodos en suelo A a capacidad de campo, seguido por 
el FAr, luego el seco con suelo A, seguido del FA y por 'jltimo el saturado 
con el suelo A, seguido del FAr. Con respecto al tiemno, el mayor numero 
de nematodos se encuentra hacia las 24 horas en las tres humedades. 
Al evaluar las larvas a las 72 horas, se encontraron nematodos en 
diferentes estados de desarrollo, J4, ad'jitos, tanto hembras como 
machos de primera generacion. Tamb't'r: se encontraron JI alrededor 
de los insectos y no se encontraron diferencias significativas al 
compararlos con las otras dos distancias (F = 2,60; gl = 11; P > 
0,011). En suelo seco se encontro el mayor numero de larvas vivas, 
en texturas FL y FA con un 50 % de supervivencia. 

La movilidad de JI de 5 feltiae se ve afectada por el tamano de las 
particulas del suelo, por !as diferencias entre arena y los otros tipos de 
suelo, confirmando lo enunciado por Kaya (1990) y Koppenhofer y 
Kaya (1996). Al obsarvar las interacciones, el nematodo se moviliza 
mejor en arena y a las 24 horas ya se habian desplazado un gran 
numero de JI, no se afecta la supervivencia, como lo menciona Kaya 
(1990), en otras especies de esteinernematidos. Se observo que en 
los diferentes tipos de suelo la movilidad se ve afectada por la 
compactacion del suelo y por la falta de estructura del mismo, sin 
embargo, los JI llegaron a infectar las larvas cebo. Lo anterior tiene en 
cuenta que la humedad en la supervivencia y movilidad del nematodo 
lo puede afectar al disminuir dramaticamente su movilidad y modificar 
la infectividad del nematodo (Koppenhofer eta/, 1995). 
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Grafica 2. Juveniles inafectivos de S. feltiae desDianados verticalmente entre las 
24 y 72 horas a profundidad de 7 y 14 cm., en tt.xturas de suelo: A: Arena; FA: 
franco arenosa; Far: franco arcillosa y FL: *Y^nco limosa, y humedades: cca: 
capacidad de campo; sat: saturado; sec: se~o. Evaluada a dos profundidades: 
Prof 7: profundidad de 7 cm y Prof 14: profundidad de 14 cm. 



El efecto del tiempo es bastante significative) sobre la movilidad; la 
mayoria de los JI se encuentran a las 24 horas y la larva cebo se ve 
infectada a las 72 horas, per lo que el JI recorre una distancia de 25 
cm en menos de 72 hons. permitiendo asi que el nematodo infecte a 
larvas presentes en suelo de primer instar de T. solanivora, puesto 
que tiene una movilidad muy semejante en cuanto a velocidad. Las 
mejores condiciones se darfan para suelo a capacidad de campo, debido 
a que en condicones naturales el nematodo requiere de una pelicula 
de agua para .Vj desplazamiento cuando busca a su hospedante, ademas 
de una bL'ena concentracion de oxigeno. Con otras condiciones, el 
nematodo tiende a disminuir su movilidad, patogenicidad y 
supervivencia (seco (1%)), y cuando el suelo tiende a compactarse 
por la saturacion (56%) de humedad, el nematodo pierde movilidad. 
Algunas observaciones similares, anota Kaya (1990), ocurren con otras 
especies de nematodos, como S. carpocapsae, Heterorhabditis sp., H. 
bacteriophora y S. glaseri en suelos de tipo arenoso, arcillo arenoso, 
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franco limoso, en donde a diferentes potenciales de agua la infeccion 
del nematodo se observa disminuida drasticamente. 

Movilidad en columna de suelo 

Capacidad de busqueda 1. El modelo presenta significancia (F = 
3,54; GL = 35; P > 0,01). El porcentaje de dano estadiscicamente 
muestra que existen diferencias altamente significativas en tiempo (F 
= 16,34; GL= 5; P > 0,01), siendo no significantes la profundidad y la 
interaccion tiempo-profundidad. Cinco dias despues de la infestacion, 
el dano fue superficial, cerca al 25 %, encontra>dose nematodos de 
segunda generacion entre las galenas. A partir de los 10 DDM, en los 
otros tratamientos se encontro hasta un 100% de dano, con galenas 
profundas, pudricion y alta humedad dentvo del tuberculo (grafica 3). 
No existen diferencias significativas entre profundidades, pero los niveles 
de dano en las dos profundidades no superan el 50% en promedio con 
respecto al testigo en los tratamientos 5 DDM, 10 DDM y 15 DDM, 
tanto para tiempo como para profundidad. Sin embargo, los dos ultimos 
tratamientos igualan o superan el porcentaje de dano (hasta 100%) al 
testigo. 
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Grafica 3. Nematodos recuperados de suelo cada 5 dias despues de la infestacion 
con huevos de T. solanivora en tuberculos, a dos profundidades en cilindros. 
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El modelo para recuperacion de nematodos mostro alta significancia 
(F = 11,02; g I = 9; P > 0,001), al igual que en tiempo (F = 23,16; GL 
= 4; P > 0,001), encontrando la mayor recuperacion en el 25 DDM 
(P10 = 7865 Jl/lOOg de suelo, P19 = 7333 Jl/lOOg de suelo) y el 
menor numero de nematodos recuperados fue en el 10 DDM (P10 = 
656 Jl/lOOg de suelo, P19 = 829 Jl/lOOg de suelo), es indiferente la 
profundidad (grafica 4). 
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Grafica 4. Porcentaje dt dano de T. solanivora en tuberculos de S. phureja a dos 
profundidades en cilin^ros con suelo. Los tratamientos consistieron en: Tl: 5 dfas 
despues del montaje (DDM); T2: 10 DDM; T3: 15 DDM; T4: 20 DDM; T5: 25 DDM. 

Capacidad de busqueda 2. El porcentaje de dano estadisticamente 
muestra qj'. no existen diferencias significativas entre tratamientos y 
tipos de suelos, siendo el mayor ataque en suelo natural con 100 % 
para los dos tratamientos. A los 5 DDI el dano fue superficial, entre el 
10 y el 50%, y a los 20 DDI fue del 100 % con respecto al testigo. 



No se observaron diferencias significativas en el modelo (F = 0,78; gl 
= 3; P = 0,51), se evidencia la recuperacion de nematodos 
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independientemente del tratamiento al suelo. Se recupero un mayor 
numero de nematodos en el 20 DDI (171 JI/100 g para suelo natural y 
263 JI / lOOg para suelo pasteurizado (grafica 5). 
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Grafica 5. Porcentaje de dano de T. solanivora en tuberculos de S. phureja en suelo 
pasteurizado (ps) y suelo natural (ns). 

\> 

Para los dos ensayos se recupervrori pupas y larvas de primer y segundo 
instar afectadas por el nematodo, en las que se pudieron observar JI 
emergiendo de ellas. Se estviblecio la presencia de nematodos en varios 
estados de desarrollo como JI y adultos, en especial hembras gravidas 
de segunda generation. Se observo que algunas larvas no fueron 
atacadas por el nomatodo y culmino su ciclo de vida, ademas de 
encontrar organ^mos dentro del tuberculo, como acaros en todos sus 
estados de deivjirrollo. No se observo mortalidad por otro tipo de 
organismos a'ferentes al nematodo. 

Durante los ensayos de capacidad de busqueda se encontro que la 
profundidad no afecta la capacidad de localizar tuberculos de la larva 
de T. solanivora, ni el comportamiento del nematodo para buscar, 
localizar e infectar a la larva fuera y dentro del tuberculo. No hubo 
diferencias para el porcentaje de dano entre los tratamientos del suelo, 
aunque por el tiempo transcurrido entre los dos tratamientos, el ataque 
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de la plaga fue mas severo para 20 DDL El dano presentado en el 
tuberculo demuestra que el nematodo es eficiente en la busqueda del 
insecto, pues se encontro larvas parasitadas, ademas de nematodos 
en varios estados de desarrollo dentro de los tuberculos, lo que permite 
inferir que el nematodo tiene la posibilidad de localizar a la larva de T. 
solanivora posiblemente por los excrementos que esta va dejando a 
medida que se alimenta (Gaugler, 1999). Se observo que ?! nematodo 
ataca todos los estados de desarrollo de T. solanivora que permanecen 
en el suelo, lo que indica alta patogenicidad del nematodo, ademas de 
su capacidad de infeccion. Ademas, este presenta gran capacidad de 
busqueda por su condicion de buscador-emboi ador, forrajea para 
detectar su hospedante y asi invadirlo, o puede tsperar a que llegue el 
hospedante para penetrarlo e infectarlo (Gaugler 1999; Forcheler y 
Gardner, 1991; Baureta/., 1998). 

En cuanto a la capacidad de busqueda, S. feltiae es capaz de localizar 
y matar a T. solanivora en columna de suelo y dentro del tuberculo, 
con el 100% de parasitismo de las larvas y pupas. El nematodo puede 
localizar las larvas de T. solanivora penetrando al tuberculo por medio 
de las galenas que las larva..- construyen durante su alimentacion. Las 
diferencias que encor.tramos de tiempo en la recuperacion de 
nematodos probablemente se deban al tamano de la larva de T. 
solanivora. Al transcurrir el tiempo, se encontraron larvas de mayor 
tamano, con mavor capacidad de sostener un numero de nematodos 
en los estados '^rvales tercero y cuarto, especialmente a los 20 y 25 
DDM. 

Los estados de desarrollo del nematodo como son J4 y adultos 
encontrados en las galenas del tuberculo migraron debido a la alta 
humedad que se presento dentro del mismo. El dano en el tuberculo, 
al ser superficial, permitio que el nematodo penetrara mas facilmente, 
localizando a su bianco y causando la muerte de la larva, dejando solo 
el exoesqueleto o la capside. El dano mas severo y profundo fue 
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observado en larvas y restos de estas con evidencia de haber sido 
atacadas por nematodos. Las diferencias en el dano a los tuberculos 
se deben al tiempo que transcurre para la liberacion del nematode-; el 
ataque de T. solanivora se hace mas severo a medida que pasa el 
tiempo. La larva crece hasta alcanzar el cuarto instar, cuando con- 
sume mas, y luego abandona el tuberculo en busca de suelo, donde 
pupa. 

Las pupas pueden ser infectadas por los JI que se encuentran en el 
suelo o puede ocurrir dentro del tuberculo. Alvarudo et al. (1998) 
confirma lo anteriormente descrito: entre mas tc. r de se liberen los JI, 
hay mayor posibilidad de desarrollo de las lar /as de T. solanivora y, 
portanto, mayor dano. Adicionalmente, la actividad del nematodo se 
puede ver afectada por la presencia de otr.s organismos, como acaros 
de la familia Tetranychidae, coleoptercs de las familias Staphynilidae y 
Carabidae, sinfilidos, anelidos y algunos hongos, tanto por el ataque 
directo como por competencia (Irhibashi y Kondo, 1987; Koppenhofer 
y Kaya, 1996; Baur etal., 1998). Se concluye que S. feltiae tiene una 
gran capacidad de busqueda al localizar rapidamente a su insecto 
bianco; ademas presenta g r an movilidad y capacidad de sobrevivencia 
en condiciones adversas oel suelo, que se pueden presentar por la 
textura, humedad y temperatura, y a su alta patogenicidad al matar al 
insecto en menos de 24 horas. 
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Seleccion de de medios de cultivo para Xenorhabdus 
bovienii, simbionte de S. feltiae 1 

Martinez P. J.*, Vanegas, J.**, Sanchez J.*** y Parada J. C.**** 



Resumen 

Se selecciono un medio para el cultivo axenico tie Xenorhabdus bovienii 
con caractensticas potenciales para la produccion r^asiva in vitro del 
nematodo entomopatogeno Steinernema feltiae, Se emplearon como 
criterios de seleccion parametros de las cinrlticas de crecimiento 
bacteriano y la relacion del dimorfismo br/jeriano (fases I y II), 
mediante medicion indirecta en un periodc do tiempo de fermentacion, 
evaluando 9 medios reportados: YS, TSB Pronadisa® y Oxoid®, BSA, 
BM, LLM, HGEIm y HGEIs (suplementados con aceites maiz y soya) y 
MX (yema de huevo-aceite de girasol). Las cineticas de crecimiento en 
el medio MX mostraron una mayv duracion de la interfase entre el 
periodo de crecimiento exponencial y el estacionario, como se confirmo 
con el mayor intervalo de camMo de fase segun la variacion del indicador 
(10-11 horas) en este medic, con respecto a los demas (menos de 9 
horas). Las condiciones que presentoX. bovienii en el medio MX resultan 
potencialmente impo^tantes para optimizar el desarrollo y reproduccion 
del nematodo durante procesos de produccion in vitro por fermentacion. 

Palabras clav^: Xenorhabdus bovienii, nematodos entomoparasitos, 
fermentacion, crecimiento microbiano. 
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Introduction 

Al igual que los demas nematodos entomoparasitos (NE), Steinernema 
feltiae posee una caracterfstica altamente patogenica de una elevada 
especializacion, debido a que ha desarrollado la capacidad de transportar 
en su intestino una bacteria simbionte del genero Xenorhabdus, la 
cual introduce y libera en el interior del insecto. Esta oacteria se 
reproduce dentro del hospedero, causandole una septicemia letal 
(Boemare y Akhurst, 1988). El juvenil infectivo (JI), llemado tambien 
J3 o "Dauer", ingresa a traves de la boca, el ano o ios espiraculos del 
insecto, penetra la pared del sistema digestivo y entra a la cavidad 
corporal. Una vez dentro del artropodo, el nerr.Vcodo libera la bacteria 
al hemocele, donde esta prolifera, mata ?.' insecto y establece las 
condiciones apropiadas para la reproducadn del nematodo mediante 
suministro de nutrientes, produccion Je antibioticos y toxinas que 
inhiben microorganismos competitivos, todo esto dentro de un periodo 
de 24 a 72 horas (Smigielski et al., 1993). 

A/ 

El medio de cultivo para la produccion in vitro de nematodos 
entomoparasitos en un cultivo monoxenico debe cumplir con requisitos 
nutricionales que satisf&ian las necesidades tanto de la bacteria como 
del nematodo. La compcsicion nutricional del medio es un componente 
importante en la produccion de juveniles infectivos y puede determinar 
su produccion final en la fermentacion (Friedman et al., 1989). Una 
composicion que no sea optima dara lugar a una baja produccion de la 
bacteria, que resultara en una pobre calidad del nematodo, tanto en 
patogenir.lv-id como en una reducida estabilidad de almacenamiento 
(Hatab y Gaugler, 2001). La seleccion del medio involucra variables 
biologicas, bioquimicas, fisicoquimicas y operacionales en la 
optimizacion de la calidad y produccion. La bacteria simbionte X. bovieni 
pertenece a la familia Entero-bacteriaceae; es un bacilo Gram negativo, 
inocuo a vertebrados, que presenta un dimorfismo denominado fase I 
y fase II (FI y FII). La primera forma, o FI, esta definida como la que 
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es transportada dentro del nematodo infectivo, es inestable y da lugar 
a la segunda forma que puede subsecuentemente revertirse. Estas 
formas, que difieren en su efecto sobre la reproduccion del nematodo 
in vivo e in vitro, se distinguen gracias a su pigmentacion diferencial 
(adsorcion del azul de bromotimol) en agar (Boemare y Akhurst, 1987), 
en medio liquido y a su actividad antimicrobiana. 

En FI forman colonias redondas pequenas en medios con '^^ar, adsorben 
el rojo neutral en Agar MacConkey y en NBTA (Boemare y Akhurst, 
1987), adsorben el Azul de Bromotimol (ABT) y degradan el Cloruro 
de Trifeniltetrazolio (CTT). En FII, las colonias sen mas grandes y no 
adsorben colorantes, pero se tinen de rojo al degradarse el CTT 
(Woodring y Kaya, 1988; Kaya y Stock, 1997). Este es un proceso 
reversible de FII a FI, identificado como fase de variacion inversa 
(Akhurst y Boemare 1990), en donde amoas variantes son patogenicas 
al ser inyectadas a larvas de Galleria mcllonella, pero con una virulencia 
menor en la FII. La FI tambien po r >ee una mayor habilidad para proveer 
nutrientes a los nematodos, 'anto en el insecto como en cultivos 
monoxenicos o en medios artificiales (Akhurst, 1980; Bedding, 1981, 
1984). 



<** 



El presente trabajo ticne como objetivo la seleccion de un medio para 
el cultivo axenico de X. bovienii por medio de parametros de cinetica 
de crecimiento. identificando sus posibles implicaciones con el 
crecimiento de los nematodos, para ser producidos in vitro como 
biocontroladoi'es. Algunos aspectos como la obtencion de la bacteria 
simbionte, su caracterizacion, identificacion, pruebas de antibiosis y 
patogenicidad, son tema de otros trabajos presentados en este libra y 
que, en conjunto con este, pretenden establecer las condiciones para 
producir S. feltiae de calidad para el control de plagas en Colombia. 
Este trabajo se realizo gracias al apoyo dado por Colciencias, la Facultad 
de Agronomia y el Laboratorio de Microbiologfa del Suelo (Departamento 
de Biologia) de la Universidad Nacional de Colombia, sede Bogota. 
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Metodologia 

Obtencion de X. bovienii en un medio axenico 

La bacteria simbionte se obtuvo aislandola de la hemolinfa de larvas 
de G. mellonella de ultimo instar, infectadas con S. feltiae segun la 
metodologia descrita por Akhurst (1980). Los aislamientos se 
caracterizaron en medio NBTA (Agar nutritivo + 0,0025% AB'! + 0,004% 
de CTT) y en agar McConkey (Woodring y Kaya, 1988). 

Tamaho del inoculo deX. bovienii. Para determi.iar el tamano del 
inoculo bacteriano, se empleo el medio YS (Dye, 1 968), que es usado 
en diversos trabajos relacionados con la ferrruvitacion de X. bovienii 
(Ehlers et al., 1989). Se realizaron lecturas 'is absorbancia a 540 nm 
(Valencia, 2004) en diferentes tiempos, con cuatro concentraciones 
de inoculo: 3, 6, 10 y 15% del volurren final. El inoculo se realizo a 
partir de una colonia de X. bovienii mantenida a 4 °C en una caja de 
NBTA, inoculando en un erlenmever con 20 ml de YS. 

Este preinoculo se mantuvo en agitacion por 13 horas a 130 rpm y a 
25 °C; luego de este tiempo se tomo una alicuota de 0,3, 0,6, 1,0 y 
1,5 ml, respectivamente. que fue sembrada por triplicado para obtener 
concentraciones finales en erienmeyers adaptados con una fotocelda 
para espectrofotometro Spectronic 20D. Asf mismo, se sembraron 
alicuotas de dichas concentraciones para realizar conteo en placa de 
celulas viables con lecturas de unidades formadoras de colonia por 
mililitro de muestra (UFC/ml) (Madigan et al., 2001). Todos los 
erienmeyers se llevaron a un volumen final de 10 ml. 

Seleccion del medio de cultivo 

Se realizaron curvas de crecimiento de X. bovienii en 9 diferentes 
medios reportados en la literatura. Se evaluaron los medios YS (Dye, 
1968), TSB (Trypcase Soy Broth) Pronadisa® y Oxoid®, BSA (LCM en 
Ehlers etal., 1998), BM (Medio Basal) y LLM (Medio Lipido Lfquido) y 
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Figura 1. Cinetica de crecimiento de X. bovitnii partiendo de 4 diferentes 
concentraciones de inoculo bacteriano (3, 6, 10 y 15%) en medio YS. 



suplementados con aceites maiz-sova (HGEIm y HGEIs) (Hatab etal., 
1998) y yema de huevo-ac 
encuentran en el anexo 1. 



1998) y yema de huevo-aceite ie (jirasol (MX), cuyos componentes se 



Se realizaron lecturas de absorbancia a 600 nm y conteo de celulas 
viables (UFC/ml), de la misma forma descrita anteriormente para la 
obtencion del inoculo bacteriano. Cabe anotar que la lectura de 
absorbancia se realizo a 600 nm para poder efectuar comparaciones 
con otros trabains ya realizados en este campo. 



Ensayos v1 - cambio de fase segun viraje del indicador en medio 
liquido 

Para cada uno de los medios de cultivo probados se realizaron 
fermentaciones de 50 ml, introduciendo indicador de cambio de fase 
en cada medio axenico liquido (0,0025% ABT + 0,004% CTT), 
registrando fotograficamente el cambio de coloracion a diferentes horas 
de crecimiento bacteriano. 
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Resultados y discusion 

Inoculo y cultivo axenico de la bacteria 

Los resultados obtenidos en cuanto a la concentracion de inoculo 
bacteriano con respecto a la cinetica de crecimiento para las 
concentraciones evaluadas, se encuentran registrados en la figura 1. 
Entre las 8 y las 12 horas de crecimiento se observo el car-.Mo de fase 
de crecimiento exponencial a crecimiento estaciona f :<j para cada 
cinetica, sin embargo, para el 15% de inoculo se presento el crecimiento 
mas acelerado de biomasa en las primeras horas, astabilizandose a 
partir de la decima hora de crecimiento. 1 os niveles de las 
concentraciones de inoculo 3% y 10% presenters i una tendencia similar 
entre si, con una fase estacionaria muy mara:da, dado que se alcanzo 
un maximo entre esta fase y la de crecimiento exponencial. 

De acuerdo con la figura 1, para el tratamiento con la concentracion al 
6% se presento un crecimiento coniinuo durante todo el intervalo de 
medicion, y el cambio entre lac fases de crecimiento exponencial y la 
estacionaria fue leve en comparacion con el mostrado por los otros 
niveles de concentracion de i iocuIo. Este comportamiento sugiere que 
se esta dando una rapids ndaptacion al medio por parte de la bacteria 
o que el incremento de biomasa y/o los metabolitos producidos por las 
bacterias no estan ifectando el aporte nutricional del medio de manera 
considerable. 



/ 
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Debido a que las dos formas (FI y FII) deX. bovienii estan relacionadas 
con el tiempo de incubacion, la estabilidad del medio y las metodologias 
empleadas en su cultivo (Boemare y Akhurst, 1988), se puede decir 
que existe una mayor relacion FI/FII en el periodo de crecimiento 
exponencial, disminuyendo a medida que aumenta la poblacion 
bacteriana; sin embargo, con el inoculo al 6% dicha relacion 
experimental una disminucion menos marcada en el tiempo con 
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respecto a las otras tendencias. Mantener una mayor relacion FI/FII 
implica tener un mayor lapso de tiempo para que los nematodos se 
puedan desarrollar completamente en un medio in vitro y presentar 
mayor letalidad, hecho demostrado para nematodos desarrollados en 
cultivos in vitro con alta concentracion de bacterias en FI en su intestino. 
En FII se ha reportado una virulencia reducida (Vogyi etal., 1998). 

Se encontro una tendencia general en la cinetica de crecimiento de X. 
bovienii en todos los medios evaluados (figura 2). La bacteria presento 
dos fases claramente distinguibles y una intermedia. La primera fase 
se encontro hacia las primeras horas, incluyendo 'as fases de latencia 
y la de crecimiento exponencial hasta las 8 a 10 horas de crecimiento. 
En la decima hora, fase intermedia, disminviyo el numero de celulas 
viables en todas las concentraciones evauadas. Este hecho, que se 
presenta en la figura 2 y figura 3 come una generalidad para todas las 
graficas, sugiere un efecto diauxicc aue propone una adaptacion por 
parte del microorganismo a otra fuente de nutrientes. Sin embargo, 
se plantea la hipotesis de que so presente un reajuste en el crecimiento 
celular debido a la alta concentracion de bacterias alcanzadada (entre 
5,0 x 10 9 y 1,4 x 10 10 ) en el medio y a un cambio en su metabolismo al 
iniciar la fase de crecimiento estacionario. El periodo de crecimiento 
estacionario se distinguio en la medicion de absorbancia por tener una 
baja pendiente, hecho que, sin embargo, no necesariamente implica 
un equilibrio entre las celulas que se generan con las que mueren, 
como se demosiTo con la medicion de UFC/ml. 

El conteo c"e celulas viables pone de manifiesto el crecimiento continuo 
de la bacteria durante el periodo de tiempo evaluado, llegando a valores 
superiores a 1 x 10 11 UFC/ml, como lo demuestran los resultados de 
conteos encontrados en medios suplementados con aceite de maiz 
(figura 2 g), HGEIm y aceite de soya (figura 2 h), HGEIs. Este cambio 
abrupto de inflexion en la cinetica de crecimiento podria estar marcando 
el paso de una mayor concentracion de bacterias en FI a un aumento 
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Tabla 1. Tiempos de generation deX. bovienii expresados en horas (h) en los diferentes 
medios evaluados en dos intervalos de tiempo de la fase de crecimiento exponencial 
para UFC/ml 



MEDIO 
INTERVALO 


YS 


TSB1 


TSB2 


BSA MB LLM 


HGEIm 


HGEIs 


MX 


0-4h 


0,631 


3,025 


7,940 


14,280 1,527 1,031 


0,958 


1,555 


1,317 


4 -8 h 


3,966 


1,076 


2,336 


1,252 2,646 3,526 


4,760 


2,378 


14,218 



cf 5 

en la concentracion de las mismas en la forma FII, encontrando de 
esta manera una relacion directa de las fases de crecimiento bacteriano 
de X. bovienii con el dimorfismo inherente que se presenta en el cultivo 
in vitro. 

Otro aspecto que cabe resaltar es la diferancia en la composicion de 
los diferentes medios evaluados, basicamente partiendo del suplemento 
de aceites. Las figuras 2 a, 2 b y 2 c reflejan la tendencia que presento 
la bacteria en medios sin suplemento lipidico (TSB1, TSB2 y YS, 
respectivamente), encontrandose valores de UFC/ml no mayores a 
1,0 x 10 n a las 24 horas, aunque presentaron bajos valores de tiempo 
de generacion al final del penodo de crecimiento exponencial (segundo 
intervalo), como se obscrva en la tabla 1. Es posible comparar algunos 
de los componentes si re observa el anexo 1, como sucede con los 
medios TSB1 y JSBz al compararlos con el resto. Estos medios 
presentan azucares como fuente de carbono (dextrosa y glucosa, 
respectivamente) y muestran los mayores tiempos de generacion en 
el intervalo di-. a 4 horas, junto con el medio BSA que posee caldo de 
soya tript:cdsa. Este hecho sugiere que tales fuentes de carbono 
afectarfan negativamente el crecimiento deX. bovienii, generando un 
mayor periodo de latencia por el desarrollo de la maquinaria celular 
que degrada tales compuestos. 



Otros medios como los HGEIm y HGEIs, que incluyen extracto de 
levadura, peptonas y un gran suplemento de aceite, presentaron un 
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Figura 2. Crecimiento de biomasa bacteriana. Medicion de UFC/ml y absorbancia en 
los medios evaluados para X. bovienii. 
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Figura 3. Cinetica de crecimiento del medio MX en un periodo de 60 horas de 
fermentacion. 

crecimiento constante de forma pro!ongada con valores maximos 
cercanos del orden de 1,0 x 10 12 IFC/ml. Sin embargo, dado que 
todos los medios son diferentes en composicion y concentracion de 
nutrientes, no es posible hace: un mayor analisis a este respecto. 

El ultimo medio (MX), que se presenta en la figura 3, fue evaluado 
durante 60 horas de fermentacion, encontrandose un crecimiento 
continuo deX. bovienii, con el mismo patron identificado para los otros 
medios (figura 2). Se resalta la utilizacion de este medio porque 
presenta ventajc para un futuro escalamiento con respecto a los otros 
medios evaluad'.s, por la facilidad de consecucion de los componentes 
y su bajo cos*o; ademas, ha ofrecido buenos resultados en cuanto a 
produccich ae NE en otras investigaciones, segun Abu Hatab (1998) y 
Parada (2004, com. pers.)- 



Los tiempos de generacion encontrados del medio MX (tabla 1) 
presentaron la caractenstica de tener un crecimiento acelerado en las 
primeras horas (0-4), luego de las cuales el crecimiento disminuyo 
notablemente y fue aumentando de forma escalonada. Esto ofrece 
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condiciones estables para el nematodo, donde la alta cantidad de celulas 
viables ofrecen una mayor probabilidad de encontrar bacterias en FI, 
lo cual es uno de los criterios decisivos a la hora de seleccionar el 
medio. A las 24 horas, la biomasa se incremento llegando a un maximo 
hasta la hora 54 de fermentacion y decayo posteriormente, por 
absorbancia y conteo de viables. La lectura de celulas viables en el 
medio MX fue seguida por dos semanas, al cabo de Iss cuales se 
encontraron 1,0 x 10 13 UFC/ml. Estas etapas sugieren j.ia actividad 
constante de la bacteria, lo cual es imprescindible para el desarrollo de 
S. feltiae en condiciones in vitro. A pesar de que e^tudios anteriores 
(Bedding, 1981) recomiendan liberar huevos lueg^ de 3 dias de cultivo 
bacteriano, se ha descubierto que los dos oryanismos pueden ser 
introducidos simultaneamente al medio, sole si una gran concentracion 
de bacterias es suministrada (Gaugler y Hon, 2002). En ambos casos, 
se estaria garantizando el hecho do r,o solo alcanzar una buena 
concentracion bacteriana en el medio, sino que la relacion FI/FII sea la 
mayor posible. 
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Variacion de fase segun cambio en la coloracidn del medio por 
la presencia de indicado; (ABT y CTT) 

Pruebas preliminares fucoi i realizadas con todos los medios propuestos 
determinando un tiempo de variacion de fase en que el viraje del medio, 
debido a la adsorcion del indicador por las celulas y no por cambios en 
el pH del medio, se hace evidente por la intensidad de la coloracion. El 
cambio se determjrio sobre la base de la comparacion con la coloracion 
inicial del medio. Para todos los experimentos se observo una suspension 
rojizo claro (medio MX), carmelita (medios TSB y YS) o roja intensa 
(medios HGEI y BSA) al cabo de 12 horas. El medio cambio de manera 
notoria a las 9 horas para los medios YS y MB, a las 7 horas para los 
medios HGEIm y HGEIs, a las 10 a 11 horas para el medio MX y a las 
8 horas para los restantes (TSB, LLM y BSA). Esto obedecerfa a una 
mayor concentracion de celulas en FII en el medio, lo que se puede 
observarfacilmente si se relacionan los dostiempos extremos de cambio 
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de coloracion (7 horas para el medio HGEI y 10-11 horas para el medio 
MX) con el momento de inflexion de la zona de crecimiento exponencial 
en la linea de absorbancia en las figuras 2 (h y g) y 3, dado que es 
precisamente en este tiempo que varfa la tendencia en la linea del 
crecimiento. Se puede concluir que el momento en que se produce la 
inflexion en la grafica de la cinetica de crecimiento, segun la absorbancia, 
estaria dando la pauta para un cambio masivo de FI en H. ' al tenirse 
de rojo por la degradacion del CTT. 

La variacion en la coloracion del medio de cultivo MX se presento entre 
las 8 y 12 horas, con un cambio de amarillo ver. H oso a rojo cafe. Sin 
embargo, el medio mostro siempre una coloration azul verdosa en la 
interfase liquida cuando se dejaba en reposo, hecho que hace pensar 
en una alta concentracion de celulas en FI por la adsorcion del BBT. En 
la superficie se encontro una apariencia de nata grumosa con la 
coloracion caracterfstica que presenton las colonias en FII en agar 
NBTA. A partir de este hecho se infiere que la forma secundaria FII de 
X. bovienii se presenta junto con ia coalescencia de las celulas en el 
medio liquido, mientras que celulas libres en la suspension se 
mantendrian en FI, estado v^n que se encuentran generalmente en el 
interior del nematode '.Boemare y Akhurst, 1987). La mayor 
prolongacion del cambic de fase en el medio MX con respecto a los 
demas medios se presento como otra ventaja, debido a que se obtiene 
la posibilidad de introducir huevos posteriormente a la inoculacion de 
la bacteria durante un rango mas amplio. De esta forma, se garantiza 
que la relacio:, FI/FII sera siempre mayor en el medio MX que la misma 
relacion en otros medios y susceptible a optimizarse. 
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Anexo 1. Composicion en gramos por litro (g/l) de nutrientes en los diferentes medios 
probados para seleccionar el medio de cultivo. 
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Escalamiento por fermentacion en medio solido y liquido 
de Steinernema feltiae (Rhabditida: Steinernematidae), 

cepa Colombia 1 

Parada. J. C.*, Martinez J.** y Sanchez J.*** 

Resumen 

Se evaluaron y definieron metodologias para el escalamiento de juve- 
niles infectivos de S. feltiae por fermentacion er medio en matraz y 
liquida en reactor, con los medios HGEI y MX supiementados con tejido 
de hfgado de cerdo. 

/ 

Introduction 

Actualmente en Colombia el uso de nematodos parasitos de insectos 
se encuentra limitado por la minima oferta de productos comerciales a 
base de especies nativas, altos costos de produccion por metodos in 
vivo, pocas especies nativav disponibles y altos costos de importacion 
de formulaciones come-ciales ofertadas en el mercado mundial. Lo 
anterior limita los metodos de aplicacion, estabilidad y baja actividad 
parasitica de los nematodos sobre los insectos bianco, respecto a la 
alta capacidad parasitica de las especies nativas (Parada, 2004; Melo, 
etal. 2005). ^ 

La production por fermentacion implica establecer condiciones de medio 
de cultivo que garanticen la adaptabilidad del complejo bacteria- 
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nematodo, ya que la interaccion de dicho complejo es esencial para la 
muerte del hospedante. Medios complejos, ricos en peptonas, lipidos, 
extractos de levadura y carne, han sido favorablemente usados para 
mantener y proliferar tanto la bacteria como el nematodo (House et 
al., 1965; Woodring y Kaya, 1988). Sin embargo, este proceso varia 
de acuerdo con los componentes del medio, la tasa de transformacion 
por parte de la bacteria, del nematodo y del complejo bacteria- 
nematodo (Chavarria et al., 2003). En Colombia, experi?ncias a baja 
escala han permitido producciones de 2 x 10 4 J3/mes, presentando 
mortalidad y contaminacion a causa del uso de equipos no optimos 
para este tipo de multiplicacion (Torres y Parao^, 2000). Dentro de 
estos propositos, este documento presenta resiAados del escalamiento 
masivo de S. feltiae por procesos de fermen f dci6n en medios solido y 
liquido. 

Los ensayos aquf presentados dsterminaron las condiciones de 
desarrollo del complejo bacteria -nematodo, en condiciones de 
fermentacion en medio solido a nivel de matraz y liquido en reactor de 
3L, evaluando los medios que permitieron mayor crecimiento del 
simbionte y desarrollo de juveniles infectivos en condiciones de cultivo 
monoxenico. Los medic," fueron suplementados con 100 g de hfgado 
de cerdo deshidratado por litro de medio. De igual manera, se evaluo 
su efectividad como tuente nutricia semisolida y liquida, al adicionar 
100 g de harms do maiz por litro de medio, para lograr textura 
semisolida. *A» 

MeTODOLGV.A 

Material biologico 

Se partio de una crfa in vivo del nematodo Steinernema feltiae, cepa 
Colombia, del laboratorio de suelos de la Facultad de Agronomia de la 
Universidad Nacional de Colombia, sede Bogota, mantenida sobre lar- 
vas de Galleria mellonella y Tecia solanivora, de acuerdo con los 
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procedimientos citados por Woodring y Kaya (1998). A su vez, se usaron 
aislamientos de fase I y fase II de la bacteria simbionte Xenorhabdus 
bovienii, almacenados en glicerol a -75 °C. 

Preparation de la bacteria 

Se transfirieron celulas bacterianas de agarTSB, a matraz de un litro, 
con 200 ml de medio TSB al 3% y 0,5% de extracto de levadura, 
incubando a 25 °C con agitacion de 120 rpm. Pasadac 12 horas, las 
celulas se cosecharon y se concentraron por centrifugacion a 3.000 
rpm/30 minutos; se lavaron en buffer (0,5% cloruro de sodio; 0,68% 
difosfato de potasio; pH ajustado a 6,6 con hid.'^xido de sodio 5M). 
Las celulas se resuspendieron en tubos de ensc-vo con buffer M9 (12,0 
g Na 2 HP04, 10 g NaCI, 6,0 g KH 2 P0 4 , 0,25 g >:gS0 4 *7H20, 1 I de agua 
destilada esteril -ADE-), en concentraciones de 4 x 10 10 celulas por ml. 

Preparacion de inoculo de nematodos 

Se usaron huevos de hembras gravidas de 5 dias de infeccion, degradas 
por lisis alcalina, con hipoclorito de sodio al 0,2% y NaOH, 0,6 M por 
15 minutos. Los huevos fueron lavados en ADE, filtrados en tamiz 
635u y concentrados en buffer M9 esteril. Para la obtencion de Jl, los 
huevos se incubaron en hulfer M9 por 12 horas, temperatura ambiente 
y 80 rpm. Para retirar Ics Jl de la solucion se usaron montajes White 
y lavados en tamices 400u y 500u. 

Montaje en matraz medio semisolido 

Se dispusierop. 3 x 10 10 celulas del simbionte, procedentes de medio 
TSB, en \~> r , g de esponja de poliuretano en cuadros de 1 cm 2 , con 
200 cc de medio HGEII y MX, en tres matraces de 1.000 cc cada uno, 
previamente autoclavados durante 25 minutos, los cuales se colocaron 
en agitador orbital a 200 rpm y 25 °C, en completa oscuridad. Se 
evaluaron los tiempos de liberacion (12 y 24 horas de fermentacion 
del simbionte) para inocular en promedio 1.000 huevos axenicos por 
ml, por matraz. Luego de 72 horas de inocular los huevos, se realizaron 
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registros diarios para verificar la presencia de juveniles y sus 
caractensticas morfologicas. 

Montaje en reactor medio liquido 

Comprendio la evaluacion de los medios HGEII y MX suplementados 
con higado de cerdo deshidratado, sin harina de maiz. Para este fin, 3 
x 10 10 celulas del simbionte, en 50 ml de medio TSB, fueron c'ispuestas 
en bioreactor de 3 litros, cargado con 1.500 ml, de medio liquido. Se 
evaluaron parametros de tiempo de fermentacion de 12 y 18 horas 
para inocular, en promedio, 50 huevos axenicos po." ml de medio. De 
igual manera, se establecieron los parametrcs de fermentacion: 
velocidad en las aspas del impulsor, tipo propel marina 0,2 m/s y 0,4 
m/s; 25% y 30% de saturacion de oxigeno y temperaturas de 26 °C y 
30 °C. Se ajustaron los valores de pH a\ inicio en 5,9 a 6,2, y sus 
variaciones fueron reguladas con adk'cn de solucion buffer fosfato 
M9. Luego de 72 horas de inocular los huevos, se realizaron registros 
diarios para verificar la presencia de juveniles y sus caractensticas 
morfologicas. 

A 

Recuperacion de JI 

Los juveniles infectivor; ootenidos en matraz y en reactor fueron 
sometidos a continues pases con solucion tipo ringer (11,25 g NaCI, 
0,525 g CaCI 2 *2H,0, 0,315 g MgS0 4 , 0,1 g acido ascorbico, 0,25 % 
Formaldehido, 1 I ADE ) y agua destilada esteril, sobre tamices 400u y 
500u, para pos'ceriormente ser almacenados en arena de no esteril, 
entre 7 y 10 '-':.. 

Resultados y discusion 

Obtencion de huevos axenicos 

El tratamiento de hembras de primera y segunda generacion, con 
solucion de 0,6 M de NaOH, digiere cuticula en tiempo promedio de 10 
minutos, obteniendo huevos de todos los estados de desarrollo, 100% 
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viables y axenicos. Regularmente se reportan soluciones de NaOH a 4, 
M (Ehlers, etal., 1990), sin embargo, esta concentracion aumento la 
digestion de la cuticula de las hembras tratadas, particularmente de 
primera generacion. Los huevos lavados con ADE por centrffugacion 
presentan destruccion del corium; por tanto, fueron lavados en ADE 
con tamiz 400 p, 500p y 630p, para garantizar la integridad del huevo 
en cualquier estado de desarrollo. Las hembras expue'ias a esta 
concentracion vierten el utero antes de morir, optimizando la obtencion 
de los huevos; sin embargo, es necesario iniciar rapidamente el lavado 
de los huevos con ADE, para evitar la degradacion del corium. 

Produccion en matraz medio semisolido 

El medio HGEII registra Jl hacia las 96 horas, donde presenta su mayor 
densidad a las 96 horas: 1.112 Jl/500 pi d* muestra, ya que hacia las 
120 horas, la poblacion disminuye oste<is;Dlemente: 500J1/500 pi, una 
poblacion completamente muerta. Los muestreos hasta las 240 horas 
no registraron poblacion alguna, el pH del medio se elevo a rangos 
entre 7,2 a 8,5. Esta condicion alcylina es probablemente la causante 
del detrimento de los huevos y la minima eclosion de juveniles. Du- 
rante el muestreo se registraron desechos de cuticula en el medio, asi 
como huevos y juveniles deshidratados. El medio presento olor 
fermentado fuerte y cierta cantidad de agregados de grasas en las 
superficie de las espumas; el aumento de acidez se debio 
probablemente a la vormacion de esteres. 

El medio MX oermitio el desarrollo de juveniles, adultos y una nueva 
generacion tie juveniles e infectivos con doble cuticula, en un periodo 
de 552 horas (tabla 1). Durante este proceso se registro un pH promedio 
de 6,8, llegando a 7,2 en la cosecha; el medio mantuvo textura 
constante, virando de marron a beige claro. Los juveniles se movilizaron 
mas hacia el exterior de las espumas, mientras que los adultos 
estuvieron dentro de las espumas. El comportamiento de agregacion y 
nictacion ocurrio solo en juveniles infectivos con doble cuticula (JII). 
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Tabla 1. Estados de desarrollo de S. feltiae, cepa Colombia, en matraz con medio MX. 
TDI = tiempos despues del inoculo de huevos; H = huevo; Jl = juvenil 1; J2 = juvenil 
2; JI = Juvenil infectivo; JII = juvenil infectivo con doble cutfcula; J4 = juvenil 4: Am 
= macho adulto; Hg = hembra gravida. Las cifras resaltadas con subrayado indican la 
poblacion dominante en la muestra en el tiempo. Las celdas resaltadas en gris son la 
primera generacion de juveniles. 
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Cosecha de juveniles infcctivtis 



Respecto al ciclo de vida de S. feltiae, sobre G. mellonella, reportado 
porTrivino (2001), el desarrollo de juveniles de una segunda generacion 
de adultos, a partir de huevos de hembras de primera generacion, 
toma un tiempo de 156 horas, mientras que probablemente sea 
resultado de las condiciones propias de los montajes, falta de algunos 
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suplementos nutricionales en el medio, como aminoacidos y algun grupo 
en particular de lipidos, basicos en los procesos de formacion de 
proteinas y, principalmente, en el desarrollo de estados adultos (Dunphy 
y Webster, 1989; Gil etal., 2002). 

La generacion de adultos alcanza un maximo de 2 hembras por ma- 
cho, menor a la registrada por Saenz (1998) y Trivino (200:' ), quienes 
registran una relacion de 3,5 para adultos de primera ri^neracion. La 
hembras presentan en promedio 275 huevos (ds = 17,07), valor 
levemente superior a la capacidad de carga registrada para hembras 
de segunda generacion (225 huevos/ hembra), y muy por debajo 
respecto a hembras de primera generacion obt^nidas en cria sobre G. 
mellonella (900 huevos/ hembra) (Trivino, 2001). 

Sin embargo, se destaca que aun as", las hembras depositaron los 
huevos al medio y se registro un buen desarrollo de juveniles infectivos 
que en la cosecha llegaron a contabilizar aproximadamente 19,2 x 
10 6 , 76.800 JI/ml, en aproxirmdamente 23 dias de proceso, a partir 
del inoculo de huevos. Este valor puede considerarse aceptable en 
terminos de producciones rj«b JI por procesos de fermentacion, como 
los reportados por auto; - es como Pace et al., hacia 1986, que registra 
una produccion de 80.000 JI/ml durante 15 dias de fermentacion, a 
partir de inoculo de juveniles 1 aislados de medios monoxenicos. 

Produccion en reactor medio liquido 

Inoculo de hur.vos a las 18 horas de inicio de fermentacion deX. bovienii, 
a las veloci'iades en las aspas de VI = 0,2 m/s y V2 = 0,4 m/s; las 
temperaturas de Tl = 26 °C y T2 = 30 °C, y los porcentajes de saturacion 
de oxfgeno 01 = 25% y 02 = 30%, no presento desarrollo de juve- 
niles en el medio HGEII. De nuevo, como en montaje en matraz, el pH 
del medio se elevo a rangos entre 6,9 y 7,5 al momento de inoculo de 
huevos (12 horas) de fermentado de bacteria y aunque se ajusto a 5,8 
adicionando buffer M9, a las 24 horas se registro en 7,9 a 8,1, 
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presentando produccion de espuma que se controlo al adicionar buffer 
M9 y solucion antiespumante Breox FMT 30®. Durante los muestreos 
no se registraron desechos de cutfcula en el medio, ni tampoco huevos 
o juveniles muertos. 

Para el medio MX, se realizaron en total ocho fermentaciones, 
correspond ientes a combinaciones de valores de velocidad . saturacion 
de oxigeno y temperatura. Las combinaciones VlCi"i"2, VI02T1, 
VI02T2, V201T2, V202T1 y V202T2 no permitieron la eclosion ni el 
desarrollo de nematodos en ningun estado de desan olio. La tendencia 
general fue la variacion de pH de 7,5 a 8,0 y forr^acion de espumas, 
en especial combinaciones con temperaturas n^ 30 °C y saturacion de 
oxigeno en 30%. 

El escalamiento del complejo bacteria nematodo, a temperaturas 
superiores a 28 °C, acelera la variacion de fases (Buecher y Popiel, 
1989; Akhurst y Boemare 1990), permitiendo una alta poblacion de 
fase II hacia las primeras 8 horas, proceso poco favorable para los 
huevos y la nutricion de juveniles Jl, ya que aunque haya nutrientes, 
las poblaciones de bacteria:, en fase I estan disminuidas. 
La combinacion de paramelros de fermentacion, las velocidades (VI = 
0,2 m/s, Tl = 26 °C) y la saturacion de oxigeno (01 = 25%, y V2 = 0,4 
m/s, Tl = 26 °C y saturacion de oxigeno 01 = 25%) permitieron la 
eclosion y el desarroho de juveniles infectivos, pero solo en combinacion 
VIT101 se logro el desarrollo de hembras gravidas e infectivos con 
doble cutfcula, en un periodo de 456 horas (tabla 2). Esto se debio a 
que en \b ♦ermentacion V2TI01, los adultos, particularmente las 
hembras, se hallaron partidos en dos, probablemente a causa de la 
velocidad en las aspas. Sin embargo, los juveniles infectivos se 
desarrollaron entre las 120 y 216 horas de fermentacion y se cosecharon 
ilesos, pero sin segunda cutfcula. En las dos fermentaciones, el medio 
paso de textura densa a muy liviana. El valor medio de pH se registro 
en 7,2, minima de 6,9 y maxima de 7,6 en la cosecha, sin requerir 
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aplicacion de buffer, y la formacion de espuma se controlo al disminuir 
el porcentaje de saturacion de oxfgeno de 25% a 23%, maximo por 
dos horas para fermentacion VIT101; ademas, se vario la velocidad a 
0,3 m/s por periodos maximos de una hora, en fermentacion V2TI01. 



Tabla 2. Comparacion de valores de largo y ancho de JI y machos obtenidos en este 
estudio, respecto a JI y machos de varias cepas de S. feltiae. 



AUTOR 


ESTADO 


LARGO ANCHO 


MEDI 

RANGO 1 MEDIA 
A 


RAN GO 


Wont's, (1980) 


,13 


ROQ 750-PS<> 


25 


22-27 


MACHO 


934 1 850-itfUO 


75 


60-90 


S;ien,(l998) 


J3 


SOU 6W-90O 


26 


24-34 


MACHO 


:085- 
1Z3U ! 1430 


86 


82-98 


Parada (2001) 


J3 


80S 


631-914 


25 


20-30 


MACHO 


*H 


823-986 


77 


59-91 


Trivifio (2001) 


J3 


319 


713-933 


26 


22-31 


MACHO 


1257 


891-1646 


136 


94-189 


JI de matraz 


J3 


774 


694-855 


20 


19-21 


MACBO 


918 


850-987 


123 


94-152 


JI dc reactor 


JS 
MACHO 


684 


658-710 


19 


17-21 


854 


710-99S 


103 


92-114 



El desarrollo de juveniles de una segunda generacion de adultos en 
fermentacion ViTlOl, toma un tiempo de 144 horas, entre las 240 y 
384 horas, monor a fermentacion matraz y de cultivo in vivo en G. 
mellonelli La capacidad de carga de las hembras desarrolladas en el 
medio mostro un promedio de 80 huevos/hembra, lo que equivales al 
68% menos que en las hembras escaladas en matraz. La morfometria 
de los estados de desarrollo estan por debajo de las tallas registradas 
en el cultivo solido en matraz y en promedio 40% menos que las 
reportadas por Trivifio (2001) y otros autores para el largo y ancho 
total de S. feltiae (tabla 3). La baja capacidad de carga puede atribuirse 



123 



Tabla 3. Estados de desarrollo de S. feltiae, cepa Colombia, escalados en reactor con 
medio MX. TDI = tiempos despues del inoculo de huevos; H = huevo; Jl = juvenil 1; 
J2 = juvenil 2; JI = Juvenil infectivo; JII = juvenil infectivo con doble cuticula; J4 = 
juvenil 4; Am = macho adulto; Hg = hembra gravida. Las cifras resaltadas con 
subrayado indican la poblacion dominante de la muestra en el tiempo. La celdas 
resaltadas en gris corresponden a la primera generacion de juveniles. 
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Cosecha de juveniles infectives 
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a la relacion de vexos encontrada (1:1), condicion que limita el numero 
de hembras dlsponibles por macho, que en condiciones de cria in vivo 
es de tres hombras por macho (Saenz, 1998; Triviho, 2001). Aunque 
el medio MX ha mostrado ser buena fuente de nutrientes para el 
desarrollo del complejo bacteria-nematodo, el efecto de factores fisicos 
propios del proceso de fermentacion, como la presion de choque ejercida 
sobre los juveniles a traves de las fuerzas generadas durante la 
agitacion, podrfa esta afectando la capacidad fisiologica y y el optimo 
desarrollo ffsico de los juveniles, particularmente en los momentos de 
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muda (Dunphy y Webster, 1989), que resulta en las bajas tallas de los 
adultos y juveniles infectivos obtenidos, ademas de afectar la integridad 
ffsica de las hembras, como se verifico en la velocidad de agitacion de 
0,4 m/s. El desarrollo de juveniles infectivos JII, a partir de huevos 
depositados por hembras desarrolladas en fermentacion con velocidad 
de agitacion de 0,2 m/s, muestra que ajustando estos factores fisicos 
en el proceso se logran poblaciones viables, que en la cosecha de 
VIT101 llegaron a contabilizar aproximadamente 9,6 x 10 6 , 6.400 JI/ 
ml, en casi 19 dias de proceso. 
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Capitulo 4 



EVALUACION Y USO 

• Evaluacion de patogenicidad e infeccion de la nueva especie 
Steinernema scarabaei Stock & Koppenhofer (Khabditida: 
Steinernematidae) sobre la chisa rizofaga Ph/liophaga pos. bicolor 

• Pruebas de laboratorio y campo para la evaluacion de la capacidad 
patogenica y de establecimiento del err omonematodo Steinernema 

feltiae (Rhabditida: Steinernematidae), para el control biologico de 
Tecia solanivora (Lepidoptera: Geiechiidae) 

• Evaluacion de cinco aislamientos de nematodos entomoparasitos, 
nativos e introducidos, para el nanejo de chisas rizofagas (Coleoptera: 
Melolonthidae) de tercer ins'ur 

• Evaluacion se Steinerr.ema feltiae, cepa Colombia, escalado por 
fermentacion sobre Tecia Solanivora, en condiciones de cultivo 

• Parasitismo de do^ cepas de entomonematodos, una nativa 
(Steinernema feitiae, cepa Colombia) y otra introducida 

(Heterorhaboiiis bacteriophora cepa E-Nema®), sobre los seis 
estados de «Jesarrollo de Cyrtomenus bergi Froeschner 
(Hetero'j':era:Cydnidae) en condiciones de laboratorio 

• Evaluacion de concentraciones de Heterorhabditis bacteriophora 
(Italia) sobre larvas de segundo instar de Phyllophaga menetriesi 
(Coleoptera: Melolonthidae) 
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Evaluacion de patogenicidad e infeccion de la nueva 

especie Steinernema scarabaei Stock & Koppenhofer 

(Rhabditida: Steinernematidae) sobre la chisa rizofaga 

Phyllophaga pos. bicolor 

Elsa Liliana Melo M.% Carlos Alberto Ortega 0.**, 
Andreas Gaigl**, Albrecht Koppenhofer***, Anthonv ; . Bellotti** 

Resumen 

o- 

El nematodo entomoparasito Steinernema Sh r arahaei fue evaluado 
para medir su eficacia frente a la especie rX chisa Phyllophaga pos. 
bicolor que es una plaga importante en <-! departamento del Cauca. 
Esta evaluacion se realizo bajo condiciones controladas de laboratorio. 
Se midieron diferentes concentracicnes del nematodo frente al tercer 
instar de la plaga (0, 25, 50, 100, 200 y 400 Us/larva). La mayor 
infeccion se encontro al aplicar 400 Us/larva (65%). Cuando se evaluo 
la mortalidad, esta concentracion, al igual que en la infeccion, mostro 
ser la mejor con un 65%. [ : stos resultados demuestran que a bajas 
concentraciones este nematodo funciona mejor que otros evaluados 
con esta especie de chisa, pudiendo ser potencial agente de control, 
aunque el hecho de no ser nativa podria dificultar su introduccion para 
ser usada dentro de un paquete de control biologico. 

Introduccion 

El daho del estado larval de los melolontidos (Coleoptera) a las raices 
de los cultivos se observa inicialmente como amarillamiento del area 
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foliar, para pasar por plasmolisis hasta la marchitez de toda la planta, 
debido al consumo de las raices pequenas completas hasta la corteza 
de raices grandes, involucrando la zona cambial. Segun lo observado, 
la gravedad del dano depende principalmente de: la edad de la larva, 
siendo el estado III el mas danino; la densidad poblacional del rizofago; 
la edad del vegetal (cuanto mas joven mas susceptible); la cobertura 
vegetal que rodea al cultivo; y la cantidad y tipo do macro y 
microorganismos entomopatogenos y entomofagos presentes en el 
sustrato (Ortega, 2005). 



A* 



En Colombia, los registros muestran 580 especit^ de estos rizofagos, 
de las cuales aproximadamente 225 son consideradas plaga, 
destacandose los generos Phyllophaga, Asizena, Plectris, Anomala, 
Ancongnatha, Cyclocephala, entre otras (Kodrigal, 2002; Moron, 1995; 
Posada, 1993; Pardo-Locarno etal., 1C-G5; Sanchez y Vasquez, 1996; 
Vallejo, 1997). 
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Uno de los potenciales agentes de control son los nematodos 
entomoparasitos de las familias Steinernematidae y Heterorhabditidae; 
estos son organismos que aciuan como reguladores de las poblaciones 
de insectos y otros art-ovodos habitantes del suelo presentan una 
serie de atributos como organismos controladores, que los diferencian 
de otros grupos de entomoparasitos para controlar organismos, por lo 
cual son considerados como una excelente alternativa para ser 
empleados en el Manejo Integrado de Plagas (Luque, 2001). 

Estudios ivundialmente reportados por diversos autores para el con- 
trol de chisas (Rhizotrogus majalis, Phyllophaga fusca, P. anxia y 
Poliphilla comes) con diferentes especies de nep's de las familias 
Steinernematidae y Heterorhabditidae hallaron que su uso es promisorio 
y su efectividad mayor cuando las dosis de nep's usadas son altas; 
ademas, por la capacidad de reproduccion y supervivencia de los 
nematodos es posible reducir el numero de aplicaciones y eliminar el 
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uso de algunos insecticidas (Villani y Wright, 1988; Forschler y Gardner, 
1991; Klein, 1992; Laceyefa/., 1993; Gaugler et al., 1994). 

Experimentos realizados en invernadero sobre Phyllophaga menetriesi, 

donde se evaluaron tres aislamientos (S. carpocapsae, Steinernema 

sp.- SIN y Heterorhabditis sp. HNI) en una concentracion de 1.000 

infectivos juveniles (IJs)/ml, se presentaron parasitismos ds '21%, 18% 

y 18%, respectivamente, sin observarse mortalidad. Par^ una segunda 

concentracion (25.000 IJs/ml), el parasitismo fue de 55% (S. 

carpocapsae) y 45% {Heterorhabditis sp. HNI), cor. mortalidades de 

29% (S. carpocapsae) y 9% {Heterorhabdii's sp. HNI). Otros 

aislamientos (S. riobravis, Steinernema sp.- SIN y Heterorhabditis sp. 

CIAT) se evaluaron a una tercera concent-acion (100.000 IJs/ml), 

reportandose mortalidades de 33%, 28% y 26%, respectivamente 

(CIAT, 2003). 

\ 

En otras investigaciones hechas sobre larvas de melolontidos bajo 
condiciones controladas de laboravorio, se evaluaron las especies de 
nematodos Steinernema sp. SNI, Heterorhabditis sp. HNI y 
Heterorhabditis sp. CIAT so^-te larvas de tercer instar de P. menetriesi. 

En general, el porcentaje de mortalidad fue bajo, 10,5%. Los 
tratamientos: tres aislamientos, (SIN, HNI, H-CIAT), dos 
concentraciones C7,C00 (7) y 13.000 IJs/ml (13)), dos tiempos (5 y 10 
dias), con Heterorhabditis ocasionaron los mayores porcentajes de 
mortalidad, con valores de 31,6% para HNI-13-5 y 21% con HNI-13- 
10 y H-C-7- j) mientras que los tratamientos con SNI-13-5 y SNI-7-10 
de Steinernema no presentaron mortalidades. Los tratamientos que 
presentaron mayor porcentaje de penetracion {Steinernema sp.) no 
fueron aquellos que causaron la mayor mortalidad {Heterorhabditis 
sp.). El porcentaje de penetracion fue generalmente mas alto para 
Steinernema sp. (80%) que para Heterorhabditis sp. CIAT (52,9%) 
(CIAT. 2003; Quintero. 2003; Melo y Gaigl. 2004). 
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Dentro de los nematodos evaluados para el control de scarabeidos se 
encuentra tambien S. scarabaei, especie nueva, aislada de epizootias 
en poblaciones de chisas en Nueva Jersey, en las chisas Exomala 
oriental is y Pop ilia japonica. 

Este nematodo ha demostrado alta virulencia sobre diversas especies 

de chisas, en trabajos realizados en laboratorio, invernado^ y campo, 

encontrandose CL 50 de 5,0 y 5,7 infectivos por larva de t<b r cer instar de 

Rhizotrogus majalis y Popillia japonica, respectivamente, mientras que 

en invernadero controlo un 88% a R. majalis (2,5 x 10 9 infectivos por 

ha). Otras especies han sido tambien muy susc Q ptibles a este nep, 

presentando mortalidades = 90% con 400 infectlvos/larva (Koppenhofer 

et al., 2004; Cappaert y Koppenhofer, 2003), 

Yv 

Por lo expuesto, se implanto este trabaio a fin de evaluar la efectividad 
de S. scarabaei sobre el rizofago Phyl'.ophaga pos. bicolor, el cual se 
encuentra en abundancia, alimentaridose de rafces de varios cultivos 
en campos de agricultores del Oepartamento del Cauca, Colombia. 

A 
Metodologia 

V 

Especie bianco 

Para este experiments se seleccionaron chisas de tercer instar de 
Phyllophaga pos. bicolor obtenidas en campo, en el Cauca (Caldono, 
1.580 msnm; 13 °C), y mantenidas en cuarentena por 20 dias en un 
cuarto de cric\ en la misma localidad, en vasos plasticos con suelo del 
lugar hasta en un 50% de su capacidad. 

La cria en laboratorio se mantuvo en una cabina, en vasos plasticos 
con tapa, con capacidad volumetrica de 100 ml, con arena y suelo 
organico esteril (1:3), alimentadas con trozos de zanahoria, en el 
laboratorio de Entomologia de Yuca del CIAT, bajo condiciones 
controladas (19 °C, 70 +/- 5%) y total oscuridad. 
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Nematodos 

Se evaluo la especie Steinernema scarabaei n. sp., obtenida de la 
Universidad de Rutgers, NJ, EUA, material enviado en liquido y usado 
directamente para este ensayo. 

Diseho experimental 

El experimento se implanto en un diseno experimental ccupletamente 
al azar (DCA), considerando un factor en estudio compuesto por las 
concentraciones del nep, con un testigo absoluto de "tiisas sin ninguna 
aplicacion, y un testigo atfpico de Galleria melnnella, en arena. Se 
trabajo con cuatro repeticiones con 12 indiviiuos, empleando las 
concentraciones de 0; 25; 50; 100; 200 y 40 r > IJs/ml de S. scarabaei. 

La unidad experimental consistio de u"i vaso plastico (capacidad 56 
ml) con tapa, colocado en suelo-arena esteril (3:1). Se aplico 1 ml de 
la solucion y 3 ml de agua destilada esteril (ADE) para ajustar la 
humedad a capacidad de campo. l-ara el experimento se aplicaron los 
nep's un dia despues de introducir la chisa con un pedazo de zanahoria 
(6 cm 3 ) en cada envase. F:3tas se mantuvieron en una cabina en 
condiciones controladas (>,3 +/- 2 °C, 70 +/- 5%, en total oscuridad). 
La evaluacion se realizo 10 dias despues de la infeccion. 

Analisis estadistico 

Se hizo un analysis de varianza (ANAVA), con separacion de medias 
para deterrr.inar rangos (Tukey P = 0,05) para las variables 
significative, (Infostat, 2006). Previo al analisis definitivo se realizo 



una transformacion para de los datos utilizando la formula VxTT, al 
presentarse valores de cero; sin embargo, para la presentacion de las 
graficas se utilizaron los porcentajes originales. 

Ademas de observar los signos externos de las larvas como la coloracion, 
se evaluo el porcentaje de mortalidad (larvas muertas con nep,s en su 
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Concentraciones (nepVml) 

Figura 1. Porcentaje de infeccion de larvas de tercer 'nstar de Phyllophaga pos. bi- 
color con diferentes concentraciones del nematode entomoparasito Steinernema 
scarabaei, 10 dias despues de la infeccion (ddi), en condiciones de laboratorio. Letras 
distintas indican diferencias significativas (P = COS). 

interior) y se determino el porcentaje de infeccion disectando las lar- 
vas vivas y muertas, bajo el estereoscopio. 

A 
Resultados y discusion 

Se observo que al aumentar la concentracion de infectivos juveniles 
del nep's, la infeccion aumentaba, siendo la mejor 400 Us/ml (65% de 
infeccion), seguido t'e 200 Us/ml (54% de infeccion) (F = 68,556; gl 
= 5; P = 0,000?) (Figura 1). 

Las dos enrcentraciones mayores evaluadas presentaron las mejores 
mortalidaces: 65% con 400 IJs/ml y 50% con 200 Us/ml, frente a las 
menores 25 IJs/ml y 50 IJs/ml (15% y 29%, respectivamente) (F = 
54,454; gl = 5; P = 0,0001) (Figura 2). 



Al comparar los resultados con los obtenidos por Koppenhofer y Fuzy 
(2004) cuando evaluaron esta especie de nep frente a las especies de 
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Figura 2. Porcentaje de mortalidad de larvas de ter~n instar de Phyllophaga pos. 
bicolor con diferentes concentraciones del nematode entomoparasito Steinernema 
scarabaei, 10 dias despues de la infeccion (ddi), en -rondiciones de laboratorio. Letras 
distintas indican diferencias significativas (P = C.0.S). 

chisas Anomala orientalis y P. jsponica y encontraron mortal idades 
mas altas empleando concent: Bdones similares a las usadas en este 
experimento (20 IJs/ml: 50 y 98% y 400 Us/ml: 75 y 95%, 
respectivamente), se demutstra que P. pos. bicolor es mas resistente 
a este nep que las especies mencionadas anteriormente. 

En otro experimento, cionde se evaluo una concentracion mas alta de 
infectivos juveniles (10.000 IJs/ml) de Heterorhabditis sp. contra P. 
pos. bicolor, se obtuvieron mortalidades entre el 60 al 72% (Melo et 
al., 2004), Ic que dejaria a S. scarabaei en una posicion ventajosa 
frente a ^s;:a cepa, mostrando mayores mortalidades con concen- 
traciones mas bajas para P. pos. bicolor. 



Muchos experimentos, ademas, plantean que el efecto de los nematodos 
esta fuertemente afectado por la interaccion entre la especie de 
nematodo y la especie de chisa. Algunos estudios han mostrado que 
este nematodo posee una especializacion con el insecto bianco, por 
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poseeruna alta patogenicidad, potencial reproductive, comportamiento 

de crucero (buscador de su presa), y la rapidez con que mata a la 

chisa de este estudio comparado con otros nep's (comportamientos 

evaluados en laboratorio invernadero y campo). Por lo anterior, esta 

especie de nep constituye un candidato promisorio para el manejo 

estas chisas en liberaciones aumentativas o inoculativas (Koppenhofer 

y Fuzy, 2004; Koppenhofer eta/., 2004; Cappaerty Koppen'vfer, 2003; 

Koppenhofer y Fuzy, 2003). Habiendo verificado que c^t.e nematodo 

elimina a esta chisa con mayor eficiencia que cuando se evaluo con 

otras especies del insecto y usando concentraciones n.ayores, lo pondrfa 

en ventaja frente a otros, aunque todavfa falta in/estigar su respuesta 

con otras especies del rizofago (CIAT, 2004). 

<vv 
Finalmente, es evidente que en el Departcvnento del Cauca y en otros 

departamentos del eje cafetero, las chisas han sido expuestas a 

diversidad de insecticidas sinteticos, \o que pudo proveerles cierta 

resistencia a estos pesticidas, por io que conviene evaluar productos 

de nuevas generaciones, ademas de otros microorganismos beneficos. 
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Pruebas de laboratorio y campo para la evaluacion de la 

capacidad patogenica y de establecimiento del 

entomonematodo Steinernema feltiae (Rhabditida: 

Steinernematidae), para el control biologico de Tecia 

solanivora (Lepidoptera: Gelechiidae) 1 



Resumen 



Luque J. E.*, Corredor T., y P^ada J. C* 



^ 



Durante dos ciclos de cultivo de Solanum tuberosum variedad parda 
pastusa, cuatro concentraciones de juveniles intectivos de Steinernema 
feltiae (Rhabditida: Steinernematidae), cepo Colombia, se liberaron al 
inicio de la tuberizacion y pos floracion. Par-., ios dos periodos de cultivo, 
el porcentaje de dano a tuberculos pc- polilla guatemalteca y gusano 
bianco no supero el 25%. Se evidenciaron diferencias poco significativas 
entre las epocas de liberacion y entre las dosis de juveniles infectivos 
aplicados. La sobrevivencia en suelo no supera Ios 30 dias, lo que no 
garantiza su establecimiento, debido posiblemente a las condiciones 
de alta salinidad, variaciores en el potencial de hidrogeno y alta 
compactacion por problcmas de drenaje que se presentan en Ios suelos 
del area de estudio. Aun bajo estas condiciones, Ios resultados obtenidos 
confirman la cap^cioad patogenica de Steinernema feltiae bajo 
condiciones de cultivo y su potencial uso en programas de manejo de 
Ios lepidoptercs Gelechiidae Tecia solanivora y Pthorimaea operculella, 
ademas del coleoptero Curculionidae Premnotrypes vorax, ya sea como 
estrategia preventiva para manejo de focos de infeccion o como 
alternativa de control de poblaciones durante periodos de cultivo. 



1 Proyecto CEVIPAPA IV Colciencias-Universidad Nacional de Colombia, sede Bogota. 
* Biologo M. Sc, Facultad de Agronomia U. N., Bogota, D.C luqsan@cablecentro.net.co 
" insectsyco@icqmail.com 
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Introduction 

El comportamiento de habitat criptico de los insectos daninos a 
tuberculos en el cultivo de Papa, tal vez ha sido uno de los principales 
obstaculos para que el uso de controladores biologicos como bacterias 
y hongos entomopatogenos, sean alternativas viables de control. La 
permanencia en mas de un 70% del ciclo de vida en suelo v dentro del 
tuberculo, junto a factores ffsicos, biologicos y quimicos c'el ambiente 
suelo, son causas de detrimento del controlador y obstaculo para la 
efectiva localizacion del insecto bianco. Porello depred adores y parasitos 
de buena movilidad y adaptabilidad a condicione." de suelos agricolas, 
como acaros, insectos inmaduros y nematodes e.ntomoparasitos (NE), 
son las alternativas a tener en cuenta para tl control de este tipo de 
insectos, principalmente en condiciones do campo. 

En Colombia se ha evaluado una cepa introducida de S. feltiae contra 
el cogollero del maizAgrotis ipsilon (Landazabal etal., 1973), mostrando 
capacidad de control no superior al 15%, en condiciones de laboratorio. 
Con poblaciones nativas, se han reportado resultados promisorios de 
patogenicidad en condiciones de laboratorio y casa de malla contra 
plagas de Solanum spp., como P. vorax (Garzon y Aza, 1994), T. 
solanivora (Parada, Saenz y Luque, 1998; Corredor. Palacios y Parada, 
1999) y P. operculella (Parada, 2000). 



Este artfculo mi\?stra los resultados obtenidos de la primera experiencia 
de uso de S. hltiae en cultivo comercial, mostrando su capacidad de 
busqueda, ,V:aque y control de poblaciones de T. solanivora, P. vorax y 
P. operculella. Ademas de verificar su potencialidad como agente de 
control de plagas de suelo en cultivo de papa, los resultados incentivan 
y promueven la necesidad de continuar y apoyar las fases de 
investigacion sobre produccion masiva y ajuste de formulaciones, con 
miras a aportar una herramienta practica para el productor de papa en 
el area andina, evitando ademas el ingreso y uso de cepas foraneas. 
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Material.es y metodos 

La investigacion desarrollo las siguientes fases: 

Pruebas y analisis paralelos 

Para S. feltiae. De acuerdo con las condiciones fisicas, luimicas y 
biologicas presentes en suelo y agua del canal de riegc, ?a procedio a 
realizar pruebas en laboratorio para identificar el cornportamiento de 
los juveniles infectivos (JI) de S. feltiae, respecto o niveles de pH e 
interaccion con Pseudomona fluorescens, hongos de suelo y acaros de 
las familias Tetranychidae y Phytoseiidae. Todos los montajes se 
realizaron en cajas de Petri de 100 x 15, bdjo completa oscuridad, 
temperatura de ±20 °C y humedad relatiw?. de 65%. 

Para T. solanivora. Con el fin de garantizar la presencia del insecto 
dentro del area de cultivo, con ooulaciones de crfa y naturales, se 
realizaron ensayos en laboratorio e invernadero para identificar la 
capacidad de carga de hembras, porcentaje de eclosion de huevos y 
movilidad de larvas en sue'u. Segun los objetivos propuestos en el 
proyecto, durante el cic'o 2 de siembra no se realizaron liberaciones 
de T. solanivora y la presencia de poblaciones de este insecto se detecto 
con 2 trampas de f eromona y principalmente a traves de muestreos 
destructives semanales, a partir de la primera hasta la sexta semana 
despues de la pn'mera aplicacion, para lo cual se procedio a inspeccionar 
los tuberculos y el suelo de una planta por parcela tratada. 

Produccion y manipulacion de S. feltiae 

Para la consecucion del numero de juveniles infectivos requeridos en 
la investigacion, se desarrollo una crfa in vivo, segun las 
recomendaciones de Stock (1998). Para este fin, se dispusieron cajas 
de Petri 100 x 15, conteniendo 150 gramos de arena de no con 5.000 
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juveniles infectivos, se adelantaron continuas re-inoculaciones sobre 
larvas de ultimo instar de los lepidopteros Pyralidae Galleria mellonella 
y Achroia grisella y tambien sobre T. solanivora. Pasadas 72 horas, las 
larvas muertas se depositaron sobre papel filtro en cajas de Petri tipo 
cuadrante de 100 x 15, adicionando 1 ml de agua destilada esteril 
(ADE). La cosecha de los JI se realizo diariamente, lavando y 
desinfectando con ADE y estreptomicina, almacenandolos <cu arena de 
no esteril a 12 °C. 



4- 1 

)rimer ciclo de ( 



Para la aplicacion de los JI durante el primer ciclo de cultivo se uso 
jeringa dosificador LHAURAVET con capacidad . H e 20 ml, y para el 
segundo ciclo, bomba de espalda Pulverizado.'a LHAURAVETO de 20 
litros, dirigiendo la aplicacion directamente hacia la base de la planta. 
Antes y despues de cada aplicacion se lealizo riego por aspersion. 
Para el analisis de dano se evaluarcr. principalmente los 5 surcos 
centrales, a fin de evitar efectos de borde, registrando peso de 
tuberculos afectados y sanos por categorfa, por parcela. De igual 
manera, semanalmente se an>ilizaron 100 g de suelo para verificar 
permanencia, sobrevivencia y patogenicidad de los JI. 



.^ 



Ensayos en campo 

Las pruebas se localizaron en los lotes 7 y 8 del Centra Agropecuario 
Marengo, de la Universidad Nacional de Colombia, en Mosquera- 
Cundinamarca, area de altos indices de infestacion por T. solanivora, 
P. vorax y P. operculella. A fin de lograr coincidencia con periodos de 
alta infestacion, se realizaron dos ciclos de siembra: el primero entre 
el ultimo ^nmestre del ano 2000 y primer trimestre del 2001; y el 
segundo ciclo durante el segundo semestre del 2001. Para cada ciclo 
se sembraron 5 cargas de semilla de Solanum tuberosum var. parda 
pastusa, proveniente del Centra de Investigaciones San Jorge, del ICA, 
de aproximadamente tres meses de tallado para el primer ciclo y de 
menos de un mes para el segundo. Dentro del area sembrada se 
distribuyeron tres bloques con 10 parcelas de nueve surcos de 10 
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metros de largo y plantas a 0,40 m. El ensayo se ajusto a un diseno de 

bloques completos al azar con arreglo 2x4x3, correspond ientes a 

dos epocas de aplicacion (El y E2), cuatro dosis de JI (Dl = 15.000 

JI/m 2 ; D2 = 30.000 JI/m 2 , D3 = 60.000 JI/m 2 , D4 = 120.000 JI/m 2 ) 

con tres repeticiones (bloques), ademas de contar con un testigo de 

manejo netamente comercial (TC) y un testigo absoluto (TAB). La 

distribucion en campo muestra 24 parcelas tratadas solo con dosis de 

JI, sin ingredientes activos de sintesis quimica recomenciados para el 

control de T. solanivora. Tres parcelas de manejo comercial TC con 

aplicaciones de ingredientes activos comercialmen^e recomendados 

para T. solanivora, una vez se presento en la trampa de feromona 50 

adultos/trampa/semana. En las tres parcelas TAB no se realizaron 

liberaciones de JI ni aplicacion de ningun tipc de insecticida de sintesis 

quimica. Durante todo el ciclo se llevaron o cabo las labores agricolas 

propias de un cultivo comercial. 

\ 

Resultados 

V s " 

Pruebas y analisis paralelcs 

S. feltiae. Analisis de muestras de suelo y agua mostraron niveles de 
pH con tendencia acida. 4,5 y conductividad promedio de 140 Mv. Se 
detecto la presence de Pseudomonas fluorescens, copepodos y algunos 
flagelados en muestras de agua, al igual que acaros detritfvoros, 
colembolos y mlriapodos en suelo. De acuerdo con los montajes de 
laboratorio, r,i ios artropodos ni la bacteria ejercen efectos deletereos 
directos scbre los nematodos, tan solo niveles muy altos de poblacion 
competirian por espacio con los JI. Niveles de pH menores a 4,5 y 
mayores a 7,2 causan muerte a JI; de la misma manera, una 
conductividad mayor a 160 mV desorienta y limita su capacidad de 
busqueda. Estos ensayos ayudan a inferir el comportamiento biologico 
de los juveniles infectivos de los nematodos, una vez realizada su 
liberacion en campo. 
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T. solanivora. Al analizar la eclosion y movilidad de larvas en suelo, 
se establecio que de 100 huevos dispuestos en suelo FAL, a condiciones 
de capacidad de campo, el porcentaje de eclosion no sobrepasa el 
75%, y de estas larvas solo el 55% Mega al tuberculo sembrado a 20 
cm de profundidad. Por otra parte, las hembras de cria respecto a las 
de campo son, en terminos generales, de menortamano, espermateca 
reducida y con un 35% menos de capacidad para producv ovariolos. 
De igual manera, los machos de cria son un 30% mas p?quenos y de 
comportamiento erratico en la localizacion de hembras para copula. 
Las desventajas vistas entre poblaciones de cria frente a poblaciones 
de campo descartaron la obtencion de poblacicnes de larvas en el 
cultivo, a partir de la liberacion de pupas o adultos de T. solanivora. 
Segun estos resultados, se opto por liberar aproximadamente 280.000 
huevos de T. solanivora, 10 dias antes del aporque, que al cabo de los 
25 dias de desarrollo no representaron mas del 20% de adultos en 
campo, los que, por sus desventajas morfologicas, fisiologicas y de 
comportamiento frente a las poblaciones dominantes en campo, no 
representan riesgo de aumentos significantes como poblaciones futuras. 

Manipulacion y comportamiento de S. feltiae 

Produccion y alrr.acenamiento. Se lograron promedios de 
30'000.000 JI/ mes, y el almacenamiento de 100.000 Jl/g de arena 
pasteurizada no sobrepaso el 10% de mortalidad, aun a los 90 dias. 

Liberacion. Kl uso de jeringa mejora la dosificacion de JI por planta, 
pero operc.t : vamente muestra deficiencias para aplicaciones en campo, 
pues aumenta el esfuerzo y tiempo de aplicacion, mientras que la 
bomba de espalda, aunque varfa levemente la dosificacion de JI por 
planta, ofrece igual operatividad que la aplicacion para los demas 
productos agricolas. Es necesario tener en cuenta que la aplicacion 
puede efectuarse entre 15 y 35 psi, y preferiblemente usar boquilla 
para chorro, evitando boquillas de formacion de conos de aspersion, 
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ya que afectan la integridad fisica de los JI. Teniendo en cuenta que 
para el primer ciclo se liberaron huevos de T. solanivora, ademas de lo 
heterogeneo del cultivo, se decidio realizar la primera aplicacion (El) 
hasta completar un 85% de area aporcada, aproximadamente hacia la 
novena semana de siembra; la segunda aplicacion (E2) se realizo en 
epoca de tuberizacion, aproximadamente 45 dias antes de la cosecha. 
Las liberaciones para el segundo ciclo se cumplieron lvj semana 
despues del aporque para El y 35 dias antes de la cos^cna para E2. 



Sobrevivencia. Luego de analizar muestras de sut'o postaplicacion, 
se evidencio disminucion en el numero de JI a tra "is de la columna de 
suelo en el tiempo (grafica 1). En muestras inmediatas a la liberacion, 
se encuentran JI entre los 10 y 15 cm en sucio humedo, mientras que 
en las ultimas muestras se encontraron >I entre los 30 y 40 cm en 
suelos mas compactados y seccs hacia la superficie. Este 
comportamiento del JI confirma su mcvilidad en la columna de suelo, 
pero disminuyo su capacidad supervivencia, dadas las bajas 
concentraciones de oxigeno a mayores profundidades. 

Pruebas de patogenicidad d.^ JI aislados de suelo resultaron positivas 
sobre larvas de Achroia grhella, hasta los 30 dias de muestreo; pasado 
este tiempo la poblacior, de JI viva se redujo hasta en un 95%. 

Desarrollo y productividad en el ciclo 1 

Condicion sanitaria. La semilla utilizada mostro un 55% de 
emergence a los 35 dias de siembra, llegando hasta un 88% hacia los 
55 dias, lo que ocasiono heterogeneidad de emergencia y discontinuidad 
e incremento en las labores de desyerbe y aporque, especialmente. 
Este comportamiento de cultivo permitio la alternancia generacional 
de insectos defoliadores, que fueron debidamente controlados en los 
TC con productos convencionales. Hacia el cuarto mes de cultivo se 
presentaron ataques de babosa, que fueron controlados con manejo 
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qufmico. Las condiciones ambientales de epoca seca para fin de ano, y 
algunos inconvenientes tecnicos para la disponibilidad de riego, 
posibilitaron el efecto de las heladas, afectando hasta un 55% de follaje 
en mas del 75% del cultivo. Para atenuar tales efectos, se realizaron 
riegos y aplicaciones de fertilizantes foliares dos veces por semana a 
todo el cultivo, ademas de combinaciones urea-melaza, logrando de 
este modo recuperar el follaje en un 18%, condicion que permitio el 
engrosamiento de los tuberculos. 



. Des 



Comportamiento poblacional de T. solanivora. Desde el aporque 
hasta la cosecha se realizaron 18 muestreos, que .^ostraron promedios 
de 50 adultos/trampa, con picos maximos de C. L 3 y 70 adultos/trampa 
hacia las semanas 13-14, presentando un fuf.fte declive de la poblacion 
hacia la semana 16. En promedio, se obtuvieron 23 adultos/trampa. 
Los muestreos hacia las tres ultimas .semanas antes de la cosecha 
presentan en promedio 45 machos/trempa (grafica 2). 

Antes de la cosecha, se evidenciaron ataques de T. solanivora y P. 
vorax, principalmente en los testigos absolutos, de manera aislada en 
los comerciales y en menor proporcion en parcelas tratadas con S. 
feltiae. 

Rendimiento y nivei de daho. En total se obtiene una produccion de 
978,4 kilogrames. correspondiendo 223,5 kg a tuberculos afectados 
por T. solanivcd y 754,9 kg a tuberculos sanos, presentando el maximo 
rendimiento en tuberculos de segunda (336 kg) y de tercera (291 kg) 
(tabla 1 y cr-afica 3). Segun el analisis de varianza (tabla 2), se muestran 
altas diferencias significativas en el porcentaje de dano total, que se 
aprecia en la incidencia de los tratamientos sobre los testigos, sus 
dosis y epocas de aplicacion. El mayor rendimiento en los tuberculos 
de segunda se evidencia en el menor porcentaje de daho y la diferencia 
significativa encontrada entre bloques, tratamientos vs testigos y en- 
tre testigos. 
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Tabla 1. Produccion, en kilogramos, porcategoria y porcentaje de dario portratamiento 
para ciclo 1 de cultivo. D = danado; S = sano. Categorfas: = cero, Pr = primera, sg 
= segunda y ter = tercera. El = epoca 1; E2 = epoca 2; Tab = testigo absoluto; TC = 
testigo comercial. 
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Tabla 2. Analisis de varianza para porcentaje de dano por categorfa y dano total en el 
ciclo de cultivo I. C.V.= coeficiente de variacion; Trat = tratamientos; test = testigos. 
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Grafica 3. Rendimiento en calidad de tuberculos picados y sanos por tratamiento. 
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Desarrollo y productividad en ciclo 2 

Condicion sanitaria. La semilla usada mostro un 98% de emergencia 
a los 35 dias de siembra y, en terminos generales, el cultivo no presento 
condiciones patologicas ni de insectos que incidieran sobre su fenologfa 
y productividad. Algunos ataques aislados de defoliadores se trataron 
con productos comerciales de sintesis qufmica, dirigidos prir-^ipalmente 
a los TC; tan solo se realizo una aplicacion generalized de control 
quimico para P. vorax en la siembra. 



A* 



Comportamiento poblacional de T. solanivora. La colecta en 
trampas de feromona de la primera a la quin^a sexta despues de la 
primera aplicacion mostro rangos entre 50 y 80 adultos/trampa/ 
semana, manteniendose aun hasta la epoca de cosecha. Al inspeccionar 
el porcentaje de tuberculos afectados pur planta en campo, se observo 
que la incidencia de dano por larvas de T. solanivora no sobrepaso el 
10%, mientras que P. vorax incidio nasta en un 20% en el dano total 
de las muestras. Hacia la quinta semana de muestreo, el dano por 
larvas de T. solanivora no sobrepaso el 1%, siendo superada por P. 
operculella, que presento incidencia de hasta un 25% en los tuberculos 
muestreados. 

Rendimiento y nivei de dano. Se obtiene una produccion de 3390,9 
kilogramos, de los cuales 314 kg corresponden a tuberculos afectados 
por P. opercute'li, P. vorax y T. solanivora, y 3076,9 kg a tuberculos 
sanos, presentando el maximo rendimiento en tuberculos de primera 
(1478,4 kcj) y de segunda (910 kg) (tabla 3 y grafica 4). El analisis de 
varianza (tabla 4) no muestra diferencias significativas en porcentajes 
de dano entre tratamientos, testigos, dosis y epocas de aplicacion, tan 
solo se aprecian diferencias entre bloques para categorias de primera 
y tercera, reflejando la variacion en rendimiento entre bloques. Los 
bajos promedios en porcentaje de dano por categona y total (9%) 
muestran el alto rendimiento aportado por este ciclo de cultivo. 
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Tabla 3. Produccion, en kilogramos, porcategoria y porcentaje de dano portratamiento 
para el ciclo 2 de cultivo. D = danado; S = sano. Categorfas: = cero, Pr = primera, 
sg = segunda y ter = tercera. El = epoca 1; E2 = epoca 2; Tab = testigo absoluto; TC 
= testigo comercial. 
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Tabla 4. Analisis de varianza para porcentaje de dano por categorfa y dano total en el 
ciclo de cultivo II. C.V.= coeficiente de variacion; Trat = tratamientos; test = testigos. 
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Teniendo en cuenta los recurrontes ataques y perdidas ocasionadas 
por T. solanivora, P. voraxy P. operculella en cultivos de papa localizados 
en areas circundantes al area de estudio, los porcentajes de dano para 
el ciclo 1 (22%) y para ?.\ ciclo (29%) resultan bastante alentadores, 
pues los cultivos vecino? que fueron tratados con mas de una aplicacion 
de productos comcciales con ingredientes activos de sintesis quimica 
presentaron hast^ un 50% de dano (Caro, A., com. pers., 2001). Segun 
lo anterior, se puede asegurar que es tecnicamente viable el uso de 
nematodos parasitos de insectos que atacan la papa. 



La alta variacion en los rendimientos entre ciclos se debe, en primera 
instancia, a la diferencia en la calidad de semilla usada para cada uno, 
lo que no incidio directamente sobre la disponibilidad de tuberculos 
como fuente alimenticia de T. solanivora y otros insectos daninos. La 
relativa igualdad en el porcentaje de dano entre los tratamientos para 
el ciclo 2 respecto al ciclo 1, responde a las diferencias en disponibilidad 
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poblacional con la que conto el ciclo 1, por la liberacion de huevos de 
T. solanivora al cual fue sometido, lo que permitio accion continua y 
directa de una cohorte poblacional sobre los tuberculos por parte de 
los estados responsables del dano. 

En cuanto al ciclo 2, la disponibilidad de poblaciones naturales, que 
aparentemente se mostraron altas en trampas de adultos. imj coincidio 
con el numero de estados larvales disponibles en suelo, p.-incipalmente 
en lo que se refiere a T. solanivora, permitiendo a su vez el ingreso de 
poblaciones de otros insectos daninos. Entonces, puode decirse que el 
ciclo 1 conto con mayor presion poblacional por parte de un numero 
de larvas mas constante, y que en el segundo ~iclo, cuando ocurrio el 
traslape poblacional por alternancia generadonal, no se conto con un 
numero constante de larvas que ejercier<;n presion constante sobre 
los tuberculos, y aunque las poblaciones de adultos se presenten 
numerosas, no siempre definen la disponibilidad de estados inmaduros 
en suelo, posiblemente por variation en el comportamiento de copula 
y oviposicion por efectos clima^iccs y ambientales (Duncan, 1999), a 
los cuales los heteroceros son sensibles. 

AX, 

Segun Wilson et al. (1999), ajustar las dosis y sincronizar las epocas 

de liberacion de nematodos entomoparasitos depende del cultivo y del 
comportamiento b'olOgico y poblacional del insecto bianco, condicion 
acorde con los resultados obtenidos para las dosis usadas, ya que 
estadisticamentv? para este estudio no se muestran evidencias que 
permitan definir una dosis probablemente optima de recomendar. 
Entonces. '<? patogenicidad de los JI dependio mas de su capacidad de 
desplazamiento y busqueda que del numero de JI liberados, ya que los 
muestreos de suelo realizados arrojaron registros de JI en suelo con 
baja a humedad de profundidad media de 10 cm y mas humedos hacia 
los 40 cm. El encuentro de JI en areas de suelo de muy baja humedad 
fue posible solo cuando estos infectaron larvas de primero a cuarto 
instar de T. solanivora o P. vorax, localizadas dentro de galenas en los 



154 

tuberculos. La variacion en profundidad de desplazamiento de JI se 
relaciona con los diferentes porcentajes de dano presentados en las 
categonas de tuberculos, pues aquellas catalogadas como de primera 
y segunda, que son algo mas profundas, son las que menos dano 
presentan, mientras que la categona mas superficial o tercera fue la 
mas afectada. Es claro que a medida que la humedad del suelo 
disminuye en la superficie, la tendencia de los JI a prcv.ndizar es 
mayor (Gaugler, 1998); para el modelo en discu~i r n ocasiona 
desproteccion de los tuberculos mas superficiales. Aunque en 
condiciones de laboratorio se detectan diferencias do movilidad segun 
el tipo de suelo, temperatura y humedad, es nec?sario en posteriores 
estudios conocer la capacidad de movilidad y desplazamiento de los JI 
en suelo y dentro de tuberculos en condiciones de campo. 

En cuanto a epocas de aplicacion, se considera que las epocas usadas 
logran cierto nivel de proteccion y sincronizacion con el ingreso de 
poblaciones de T. solanivora y P. vorax, ya que es entre el aporque y 
la cosecha cuando se hace mar. evidente la disponibilidad de insectos 
daninos, coincidiendo con !a tuberizacion y maduracion de los 
tuberculos. Portal motivo st ,-equeriran trabajos mas detallados sobre 
la distribucion espacial v temporal de adultos y larvas, de modo que se 
logre sincronizar epocas en las que las poblaciones en suelo puedan 
sercontroladas. Los resultados permiten recomendar dos aplicaciones 
seguidas, una luego del aporque y un refuerzo hacia la cosecha, a fin 
de garantizar !a presencia de JI, ya que la sobrevivencia del nematodo 
en suelo no sobrepasa los 30 dias, ademas que coincide con el momento 
en que la^ poblaciones de larvas de T. solanivora, P. operculella y P. 
vorax se incrementan en suelo, dada la oferta de fuente alimenticia. 
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Resumen 

En estudios de laboratorio, se evaluaron infectivos juveniles de 
Steinernema riobravis, Heterorhabditis bacieriophora (Italia), S. 
carpocapsae, Heterorhabditis sp., H. bacte.'iophora (Alemania) para 
conocer su efecto sobre larvas de tercer instar de Phyllophaga pos. 
bicolor, P. menetriesi y Anomala cincta en suelo con 10.000 Us/larva, 
evaluadas 10 dias despues de la infeccion. Despues de este tiempo, 
para P. pos. bicolor, los tres aislamientos de Heterorhabditis presentan 
la mayor infectividad, y la mayor mortalidad ocurre con la cepa nativa 
de este mismo genero (>7C%). P. menetriesi presento la mayor 
infeccion con el aislamiento nativo, sin mostrar diferencias en la 
mortalidad con todos ios aislamientos evaluados, presentando un 
promedio de 11,46% A. cincta exhibio los mayores valores en infeccion 
cuando Heterorhabditis sp. fue aplicado; en la mortalidad, el mismo 
aislamiento junto ^on el procedente de Italia presentaron los mayores 
valores (52,0S%). Comparando las tres cepas frente a los aislamientos 
de nematodos, P. menetriesi es la cepa mas resistente frente a las 
otras dos v el aislamiento mas patogenico fue Heterorhabditis sp. (Co- 
lombia). 
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Introduction 

Las larvas de escarabajos, conocidas como chisas, son las plagas a 
nivel del suelo de mayor importancia en diferentes cultivos del mundo. 
Solamente las larvas de tercer instar causan danos significativos al 
consumir las raices de los cultivos, por lo que se las denomina tierreros 
o trozadores y en las diferentes etapas de desarrollo dr. l r s cultivos 
causan amarillamiento, vaneamiento y volcamiento (Po.ada, 1993). 
En Colombia, los ataques de chisas se han generalizado en todas las 
zonas agroecologicas del pais, especialmente en la region andina, en 
areas de clima frio y templado, donde se encuertra la agricultura de 
ladera de los departamentos de Antioquia, Boyaca, Cundinamarca, 
Cauca y Narino (Posada, 1993; Pardo-Locamo etal., 1995). 

En los ultimos 20 anos esta plaga ha ocasicnado perdidas de rendimiento 
por metodos de cultivo inapropiadcs, como la quema de residuos de 
cosecha, deforestacion, cultivo de u'erras marginales, perdida de la 
biodiversidad de controladorer. y plantas hospederas, reduccion de 
materia organica del suelo; y excesiva pero ineficiente aplicacion de 
pesticidas sinteticos utilizados aun por calendario. En ese sentido, existe 
un alto interes en investqar tecnicas de control efectivas que no vayan 
en contra de la salud humana ni del ambiente, buscando agentes para 
el control biologico de los rizofagos (Posada, 1993; Londoho, 1994). 

El control micrebiologico de plagas de la familia Scarabaeidae fue 
propuesto ha'.-i mas de 100 anos y los programas de control microbial 
mas exitOies estan basados en patogenos con alta especificidad hacia 
plagas precisas (Jackson, 1993). En la actualidad, bacterias, hongos, 
virus y entomonematodos han sido usados en programas de control 
biologico, pero el uso de estos para escarabajos es reducido, limitacion 
que se debe a la carencia de filtrados adecuados, metodos de produccion 
y aplicacion indebidos, y su uso incorrecto. 
A nivel mundial, varios autores han realizado estudios para el control 
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de chisas tales como Popilliajaponica, Rhizotrogus majalis, Phyllophaga 
fusca, P. anxia y Poliphilla comes. Con diferentes especies de nematodos 
entomoparasitos (nep's) de las familias Steinernematidae y 
Heterorhabditidae hallaron que su uso es promisorio y su efectividad 
es mayor cuando las dosis de nep's usadas son altas; ademas, por la 
capacidad de reproduccion y supervivencia de los nematodos es posible 
reducir el numero de aplicaciones e incluso eliminar el use oe algunos 
insecticidas (Villani y Wright, 1988; Forschler y Gardner 1991; Klein, 
1992; Laceyeta/., 1993; Gaugler etal., 1994). 

En el pais, en los ultimos anos, se han realizado investigaciones con 
especies nativas y foraneas, destacando entre vquellas trabajos para 
el control de chisas Ancognata scarabaeioides (Navarro y Velez, 1999), 
y contra P. obsoleta y Cyclocephala so (Londono, 1999). Esto 
demuestra el interes en estudiar a estos antomopatogenos mediante 
metodologias que permitan evaluar, bajo diversas condiciones, su 
efectividad. Por lo expuesto, el pres°nte estudio se planteo buscando 
alternativas viables para el control ^e tres especies de chisas fitofagas, 
Phyllophaga menetriesi, Phyllophaga pos. bicolor y Anomala cincta, 
evaluando el efecto de cinco cepas de nep's sobre la infectividad y 
mortalidad de los rizofagos bianco. 

V 

Cf 

Metodologia 

A 

Este experimen'-o se llevo a cabo en condiciones de laboratorio, en el 
campo experimental del CIAT, a condiciones controladas (23 +/- 2 °C, 
70 +/- 5%) y de total oscuridad. 

Especies bianco 

Las especies de chisas con las que se trabajo se obtuvieron por capturas 
en campo, a traves de muestreos de campo en la region de Cauca 
(Caldoso, 1.580 msnm, 18 °C) y Valle del Cauca (Caluce, 1.637 msnm, 
20 °C). Para este experimento se seleccionaron chisas de tercer instar 
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de tres especies Phyllophaga menetriesi, Phyllophaga pos. bicolor, 
(Cauca) y Anomala cincta (Caluce). Previo al trabajo en laboratorio, 
las larvas se mantuvieron en cuarentena para verificar que no esten 
afectadas pororganismos adquiridos en el campo. La crfa en laboratorio 
se mantuvo en una cabina con control de temperatura (19 °C) y 
humedad relativa (70 +/- 5%), en arena y suelo organico esteril (1:3), 
contenida en vasos plasticos con tapa, con capacidad vol'.'vietrica de 
100 ml. Los organismos fueron alimentados con trozo.<; da zanahoria, 
de aproximadamente 6 cm 3 (2,0 x 2,0 x 1,5 cm). 
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Nematodos 

Se evaluaron cinco aislamientos de nep's, entre nativos e introducidos 
(tabla 1), los que se multiplicaron para cada ^.xperimento en larvas de 
Galleria mellonella (Lepidoptera: Pyralidat), una semana antes de la 
aplicacion, siendo mantenidos dentro de agua destilada esteril en 
incubadora a 15 °C hasta su uso. 

Diseho experimental 
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El experimento se implanto en un diseno experimental completamente 
al azar (DCA), consideranci-) dos factores en estudio: uno por las cinco 
cepas de nep's, y el otro por las tres especies de chisas. Se empleo un 
testigo absoluto de chisas sin ninguna aplicacion, y un testigo atipico 
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Tabla 1. Cepas de nematodos entomoparasitos evaluadas para el manejo de tres 
especies de chisas 'izofagas. 
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de G. mellonella en arena, como un control de infectividad de las cepas 
de nep's. Se trabajo con 12 individuos y cuatro repeticiones, empleando 
una dosis de 10.000 IJs/por larva. La unidad experimental consistio de 
un vaso plastico (capacidad 56 ml), con tapa, con suelo:arena esteril 
(3:1), donde se aplico 1 ml de la solucion y 3 ml de agua destilada 
esteril para ajustar la humedad a capacidad de campo. Para el 
experimento se aplicaron los nep's un dia despues de n^positar la 
especie de chisa con zanahoria en cada envase. La." unidades se 
introdujeron en bolsas plasticas negras para evitar la perdida de 
humedad, asi como la luz, y se mantuvieron en una cabina en 
condiciones controladas. 

Analisis estadistico 

Se hizo un analisis de varianza (ANAVA) con separacion de medias 
(Tukey P = 0,05) para las variables significativas (Infostat, 2006). 
Previo al analisis se realizo una transformacion utilizando la formula 
tJx + 0,5 al presentarse valores cero; sin embargo, para la presentacion 
de las graficas se utilizaron los corcentajes originales. 
Se evaluo el porcentaje de infeccion y mortalidad disectando los 
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Figura 1. Porcentaje de infeccion y mortalidad de cinco cepas de nep's (10.000 Us/ 
ml) sobre tercer instar de la especie de chisa Phyllophaga pos. bicolor. H. bacteriophora 
1 (Italia); H. bacteriophora 2 (E-nema). Letras iguales no difieren significativamente 
(P = 0,005). 
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individuos de cada especie de chisa (vivos y muertos) bajo el 
estereoscopio. En el control de infectividad de todas la cepas de nep's 
sobre G. mellonella se evaluaron las larvas muertas de esta colocandolas 
en trampa White modificada para recuperar los nep's. 



a) 




S. riobravis H. bacteriophora 1 S. ca'o, icj/wae H. sp. 
Cepas tie nematodes 



H. bacteriophora 2 



Figura 2. Porcentaje de infeccion y mortalidad de cinco cepas de nep's (10.000 Us/ 
ml) sobre tercer instar de la especie de chk~a Phyllophaga menetriesi. H. bacteriophora 
1 (Italia); H. bacteriophora 2 (E-nerrii ) Letras iguales no difieren significativamente 
(P = 0,005). 



Resultados 
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En la figura 1 se aprecia que las mayores infecciones sobre P. pos 
bicolor ocurrieron con las cepas de Heterorhabditis sobre las de 
Steinernema (F -- 14,78; gl = 4; P = 0,0001). La mortalidad fue mayor 
con la cepa not:va de Cenicafe, hallandose muy cercano la otra cepa 
de Italia, su^erando el 70% de infeccion (F = 190,93; gl = 4; P = 
O^OOl).^ 

En P. menetriesi se observaron porcentajes de infeccion mas bajos 
que para P. pos. bicolor (27 al 40%), incluyendo a S. carpocapsae 
(figura 2) (F = 4,54; gl = 4; P = 0,0183). Igualmente, la mortalidad 
estuvo bastante baja para todas las especies, sin presentar diferencias. 
La especie Anomala cincta presento mejores respuestas al ataque de 
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S. riobravis H. bacttriophora 1 S. carpoeapsae H. sp. 

Cepas de namatodos 



H. />,i\.'±:iop/iora 2 



Figura 3. Porcentaje de infeccion y mortalidad de cinco cepa.~ ce nep's (10.000 Us/ 
ml) sobre tercer instar de la especie de chisa Anomala c'ncta. H. bacteriophora 1 
(Italia); H. bacteriophora 2 (E-nema). Letras iguales no difit_-en significativamente (P 
= 0,005). 

nep's que el rizofago anterior, siendo las mismas cepas 
(Heterorhabditis), las mas promisoria.?. el aislamiento nativo presento 
la mayor infeccion diferenciandose de los otros dos aislamientos del 
mismo genero, los cuales comparten rangos con la especie S. riobravis 
(F = 4,33; gl = 4; P = 0.0214,; hs .avores m o rt a, id a d es se present 
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Figura 4. Porcentaje de infeccion y mortalidad para tres especies de chisas rizofagas 
(Phyltophaga pos. bicolor, P. mentriesi y Anomala cincta) con cinco cepas de nep's 
(Steinernema riobravis, Heterorhabditis bacteriophora 1 (Italia), S. carpocapsae, H. 
sp. (Cenicafe), H. bacteriophora 2 (E-nema). Letras iguales no difieren 
significativamente (P = 0,005). 



163 



con el mismo aislamiento nativo, comportandose igual el aislamiento 
importado de Italia (H. bacteriophora 1); estas superan el 50% de 
mortalidad (F = 8,89; gl = 4; P = 0,0014) (figura 3). 
Cuando se evaluo el efecto de cinco aislamientos frente a las tres 
especies de chisas, se encontro que, P. menetriesi mostro mayor 
resistencia a ser infectada por los aislamientos de los nep's que los 
otros dos rizofagos (F = 14,76; gl = 4; P = 0,0001); Is mortalidad 
producida por los nep's del estudio (44% en P. pos. bicc'or, 30% en A. 
cincta y 11% en P. menetriesi) fue menor siempre para este rizofago 
(F = 190,91; gl = 4; P = 0,0001), lo que corrobora lo observado 
anteriormente y que podrfa atribuirse a que prescnta una alta defensa 
contra dichos patogenos (figura 4). 

Al comparar el comportamiento de cinco cc r ..as de nep's frente a las 
tres especies de chisas estudiadas, sa confirmo lo observado 
separadamente con cada especie de chisa: las cepas H. bacteriophora 
de Italia y H. sp. de Cenicafe fueron las mejores en la produccion de 
infeccion; para la mortalidad el aislamiento nativo presento el mayor 
valor, lo que la hace promisor! ^ para continuar los estudios, dandole 
ademas la ventaja por ser nativa (figura 5). 
En la incidencia de nematodes en G. mellonella se observo mortalidad 
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Figura 5. Comportamiento de cinco cepas de nep's frente a la infeccion y mortalidad 
total de tres especies de chisas rizofagas (Phyllophaga pos. bicolor, P. mentriesi y 
Anomala cincta). Letras iguales no difieren significativamente (P = 0,005). 
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de larvas a las 48 horas, recuperandose nematodos en todas ellas al 
usar la trampa White modificada. 

Para Phyllophaga pos. bicolor las cepas H. bacteriophora de Italia y 
Heterorhabditis sp. de Cenicafe fueron las mas infectivas, produciendo 
la mayor mortalidad y compartiendo rango estadistico con H. 
bacteriophora E-nema. 

Heterorhabditis (H. bacteriophora de Italia y Heterorhabditis sp. de 
Cenicafe) fueron las mejores en las variables infeccion y mortalidad 
sobre A. cincta, la especie de chisa menos agres>a. 

La especie P. menetriesi fue la mas resisterie al ataque de los nep's 
estudiados. Esto coincide con la agresivida-J observada en la naturaleza 
al causar el mayor dano a gran cantid^d de cultivos en el sur y centra 
del pais. Lo anterior mantiene hasta el momento la necesidad de 
continuar la busqueda de alternativas eficientes para el manejo de 
este rizofago, comenzando con evaluar el efecto de los nep's sobre 
otros estados de desarrollo de la plaga, en la hipotesis de que sean 
mas vulnerables que el terror instar. 

Al comparar el efecto de ias diferentes cepas con las tres especies de 
chisas, las cepas H. bacteriophora de Italia y Heterorhabditis sp. de 
Cenicafe siempre se destacaron sobre las demas evaluadas en todo el 
experimento. 
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Evaluacion se Steinernema feltiae, cepa Colombia, 

escalado por fermentacion sobre Tecia Solanivora, 

en condiciones de cultivo 1 

Legufzamo B. M.*, Parada J. C** y Piedrahita W.*** 

Resumen 

Se valoro la capacidad parasitica de los juveniles infectivos de 
Steinernema feltiae, cepa Colombia, escalado por fermentacion en 
medios solido y Kquido obtenidos en condiciones de campo, sobre 
estados inmaduros de Tecia solanivora. En ios tratamientos con 
nematodos logro mas de un 40% de prevenrJon del dano en cultivo de 
Solanum phureja, respecto al manejo '.juimico tradicional. No se 
presentaron diferencias significativas enLre nematodos producidos in 
vivo respecto a los escalados en fermentacion solida y liquida. 

V 

Introduccion 

Con la expansion comerci'^ 1 de los nematodos entomoparasitos, la 
susceptibilidad de muchns insectos de importancia economica ha sido 
probada en un amplic rango de ensayos de laboratorio. Sin embargo, 
determinar su cap^ciaad de control solo es posible bajo condiciones 
cultivo. Desde los arios 70, en Estados Unidos y la Union Europea el 
uso de S. feltiae viene incrementandose como controlador biologico 
de plagas que nabitan el suelo. Actualmente, constituye cerca del 5% 
de la procVccion mundial de nematodos entomoparasitos (Grewal, 
1999). 
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En Colombia, el registro de poblaciones nativas de esta especie con 
patogenicidad sobre larvas de plagas en papa como T. solanivora 
(Parada et al., 1998; Corredor et al., 1999), P. operculella (Parada, 
2004) y P. vorax (Garzon y Aza, 1994; Parada, 2004), muestra su 
potencial como alternativa de control biologico dentro de programas 
de manejo integrado de insectos en suelos, pero a su vez surge la 
necesidad de desarrollar metodos de produccion m-.siva y de 
formulaciones de alta eficiencia en campo, a fin de confirr^ar su realidad 
de uso por parte de cultivadores en el ambito national y del area 
andina. 

o- 

Metodologia 

La evaluacion se realizo sobre un cultivo de Solanum phureja, en el 
Centra Agropecuario Marengo, de la Um/ersidad Nacional de Colom- 
bia, en Mosquera- Cundinamarca, area de altos indices de infestacion 
por T. solanivora. Los procedimientos basicos del ensayo se ajustaron 
a un diseno de bloques completes al azar con 8 tratamientos y 8 
repeticiones, dos testigos, sin control y control quimico. Se cultivaron 
2.432 tuberculos de S. phu ;r -ja, variedad "Yema de Huevo". La unidad 
experimental consto dc dos surcos a un metro de distancia y seis 
metros de largo, con un total de 38 plantas, dentro de un area total de 
siembra de 768 m 2 . 

Tratamientos 

(Tl) surcos tratados con nematodos procedentes de cultivo in vivo 
sobre G. ,n c ;llonella y T. solanivora; (T2) nematodos procedentes de 
cultivo solido y (T3) nematodos procedentes de cultivo en medio liquido. 
Por parcela, se mantuvo un testigo absoluto (Ta) que no recibio ningun 
tipo de tratamiento contra T. solanivora y Premnotrypes vorax; y un 
testigo relativo (Tr) cuyas plantas fueron tratadas con insecticida 
comercial Curacron® 500 EC, en dosis de etiqueta, de uso comun con- 
tra T. solanivora y P. vorax en cultivo de papa en la sabana. De otra 
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parte, a fin de garantizar la presencia de larvas de T. solanivora en las 
plantas, se liberaron 200 huevos/planta, en epoca de desyerba y 
prefloracion. Algunas enfermedades propias del cultivo, como "gota" 
causada por Phytophtora infestans, se controlaron con productos 
comerciales como Mancozeb®, en dosis de 2,5 kg/ha. 

Epocas de aplicacion 

Por cada tratamiento, se liberaron directamente haci£ !y base de la 
planta 10.000 JI/ planta, con fumigadora de palanca LhauraVet® dotada 
con boquilla de cono hueco tipo TX4. Las aplicaciones se realizaron 10 
dias despues de la desyerba y 15 despues de flor?cion. Para el testigo 
relativo se hicieron dos aplicaciones del insectxida Curacron®, en las 
dosis de etiqueta, en las dos epocas de aplicocion del nematodo. 

Resultados y discusion 

La semilla usada mostro un 95% de emergencia a los 15 dias de 
siembra. El cultivo fue tratado de manera generalizada con los 
fertilizantes 13-26-6, 20g/planta y el foliar Tottal®. Se realizaron labores 
de desyerbe a los 30 dias dispues de la siembra y un aporque a los 60 
dias. En las condiciones fi+.osanitarias del cultivo, hubo un ataque del 
defoliador Epitrix sp. hacia la segunda semana de emergencia de las 
plantas, y principa'mente incidencia del hongo Phytophtora infestans 
tres semanas desoues de la emergencia y 20 dias antes de la cosecha. 

El insecto se controlo con una aplicacion generalizada del producto 
comercia! Turadan® y para "gota" se asperjo todo el cultivo con el 
producto comercial Manzate® 50g/bomba de 20 litros. Se obtuvo una 
produccion total de 693,751 kilogramos de papa, de los cuales 86,371k 
corresponde a tuberculos afectados principalmente por T. solanivora y 
de modo secundario por Phylophaga sp. y P. vorax, eventualmente. 
Por epoca de aplicacion, la liberacion de nematodos a los 10 dias despues 
de desyerba produjo 293,45 kg de tuberculos sanos y 29,885 kg de 
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picados; a los 15 dias de floracion se produjeron 269,24 kg de tuberculos 
sanos y 28,996 kg de tuberculos picados (tabla 1). 



Tabla 1. Promedios de produccion en kg, portratamientos. Desv = desviacion estandar; 
Tl = JI cultivo In vivo; T2 = JI cultivo solido; T3 = JI cultivo liquido; T4 = tratamiento 
quimico; TO = testigo absoluto; a = aplicacion 10 dias despues de desyerba; b = 
aplicacion a los 15 dfas de floracion. 



Tratamientos 


Tuberculos (kg) 


Sanos Picados 


media 


desv media dtsv 


TO 


5.58 


0.45 


3.43 


0.36 

034 


Tl 


939 


1.12 


0,58 


T2 


9.28 


1.64 


C49 


0.29 


13 


9.08 


1.20 


C.57 


036 


T4 


7.45 


1.44 i 1,99 


0.55 


Epocas 


a 


9.10 1 1.80 


0.90 [0.85 


b 


8.50 |l,20 


0.92 0.62 


Trata 


irricn.lo * Epoca 


Tla 


i.84 


0.93 


0.42 


0.29 


Tib 


8.94 


1.17 


0.74 


0,33 


Tla 


9/78 


1.97 


0,52 


0,27 


T2b 


9.78 


1.97 


0.52 


0.27 


T3a 


9.59 


1.14 


0.50 


037 


T3b 


8.57 


1.11 


0.64 


036 


T4a 


7.18 


1.66 


2.16 


0,71 


T4b 


7.72 


1.25 


1.82 


0.31 


> 
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Segun analisis de varianza (tabla 2), se registrar! diferencias 
significativas entre parcelas (repeticiones), tratamientos y epocas para 
produccion de tuberculos sanos, y entre parcelas y tratamientos para 
tuberculos picados. La variable epoca y la interaccion 
epoca*tratamientos no presentan diferencias significativas para 
tuberculos picados. 
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Tabla 2. Analisis de varianza para variables papa sana (S) y picada (P). 



Fuente de variation 


G. 


F 


Pr>F 


S 


P 


S 


P 


Modelo 


15 


7JI 


30.9 


<0001 


<.000l 


ParceLas 


7 


3.96 


4.22 


0.0O17 


0.0011 


TYatamientos 


3 


167 4 " 
5 


0,0001 


<.flfl(ll 


Epoca» 


i 


3.72 


0.0(2 


o.os 


J§* 8 


Trat^Epocn 


3 


1.51 


I.Kfi 


0.22 


».14 



$*■ 



Los promedios de produccion de tuberculos sanos y picados entre 
tratamientos presentan diferencias significa'tiv'as (grafica la). Los 
promedios de tuberculos entre tratamientos con nematodos sanos 9,23 
y picados 0,29, respecto al tratamiento qui'mico 7,47 en sanos 2,02 en 
picados, y 5,58 en sanos y 3,43 en pic^aos, confirman el efecto de los 
tratamientos con nematodos en la proteccion de tuberculos dentro del 
cultivo (tabla 3). 



\ 



Aunque los tratamientos en las dos epocas no presentan diferencias 
estadisticas significativa c -. si se advierte en ambas epocas se 
presentaron mayores p'omedios de produccion de tuberculos en los 
tratamientos con nematodos, respecto al tratamiento quimico, que 
acentua el promed'o tie material picado hacia la primera epoca de las 
aplicaciones (graf'ca lb). Los promedios de tuberculos entre 
tratamientos con nematodos de cultivo in vivo y cultivados en proceso 
de fermentacion no muestran valores estadisticos significativos, lo que 
asegura q>;e los procedimientos usados en las producciones 
fermentadas procuran material de buena calidad en morfologia y 
capacidad parasitica sobre insectos en condiciones de campo. 
Al analizar, en los tuberculos atacados por T. solanivora en los 
tratamientos con nematodos fermentados se evidencio el parasitismo 
de los JI sobre larvas de segundo y tercer instar de larvas de T. 
solanivora, dentro de las galenas en los tuberculos. Como caso 
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Tabla 3. Comparacion en promedios de produccion de tuberculos sanos y picados 
entre tratamientos. Tl = JI cultivo in vivo; T2 = JI cultivo solido; T3 = JI cultivo 
liquido; T4 = tratamiento quimico; TAbs = testigo absoluto. Comparaciones con nivel 
de significancia al 0,05 son indicadas con asterisco (*), segun el rango estandarizado 
de Tukey's. 



Tratamientos 
eomparsdos 


Difcrenria entre 
media s 




Sanos 


Picador 


«* 

V 


T1;T2 


0.10 


0.085 


T1:T3 


0.31 


0.007 


Tl: 14 


1,9* 


-1.41* 


** 


Tl: TAbs 


3.8* 


-2.85* 


T2:Tl 


-0.10 


0,08 


/ 


T2:T3 


0,20 


0.07 




T2:T4 


1.82* 


-L<«* 




T2; TAbs 


3,70* 


L -2-33* 




T3:Tl 


-0.31 


11,007 




T3:T2 


-0,2G 


0,07 




T3:T4 


1.62* 


1.41* 




T3: TAbs 


L\4tf* 


-2.86* 




T4:T1 


-1.93* 


1.41* 




T4:T2 a 


-1.82* 


1.49* 




T4:T3 


-1.62* 


1.41* 




T4: TA!u 


1-87* 


1.44* 
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excepcional, se encontro una larva de tercer instar de Phyllophaga sp. 
parasitada por JI de S. feltiae. 
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Teniendo en cuonta los recurrentes ataques y perdidas ocasionadas 
por T. solanivca, P. voraxy P. operculella en cultivos de papa localizados 
en areas drcundantes al area de estudio, los porcentajes de dano del 
12,41% resultan bastante alentadores, ya que cultivos tratados solo 
con nematodos in vivo por Luque y Parada (2002) mostraron valores 
de dano del 30%. De igual manera, historicamente los cultivos 
comerciales en la zona que han sido tratados con mas de una aplicacion 
de productos comerciales con ingredientes activos de sintesis quimica, 
han presentado hasta un 50% de dano, permitiendo asegurar entonces 
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Grafica 1. Promedios de produccion de tuberculos sanos y picados por tratamiento 
(a) y tratamientos por epoca (b) en K, de tuberculos por parcela en tratamientos. Tl 
= JI cultivo in vivo; 72 - JI cultivo solido; T3 = JI cultivo Ifquido; T4 = (Tr) tratamiento 
qufmico; TAbs = feitigo absoluto; El = aplicacion 10 dfas despues de desyerba; E2 = 
aplicacion 15 dfas de floracion; a, b, c = analisis de medias en prueba de rango 
multiple de Duncan, barras con la misma letra no presentan diferencias significativas. 

que el uso de juveniles infectivos de S. feltiae, escalados por 
fermentacion, es tecnicamente viable. 



Se considera que las epocas usadas logran cierto nivel de proteccion y 
sincronizacion con el ingreso de poblaciones de T. solanivora y P. vorax, 
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ya que es entre el aporque y la cosecha cuando se hace mas evidente 
el efecto de insectos daninos, coincidiendo con la tuberizacion y 
maduracion de los tuberculos. Por tal razon, se hacen necesarios 
trabajos mas detallados sobre la distribucion espacial y temporal de 
adultos y larvas, de modo que se logre sincronizar epocas en las que 
las poblaciones en suelo puedan ser controladas. Los resultados 
permiten recomendardosaplicacionesseguidas, una luegooel aporque 
y un refuerzo hacia la cosecha, a fin de garantizar pres-^ncia de JI, ya 
que la sobrevivencia del nematodo en suelo no sobrepasa los 30 dias, 
ademas de que es cuando las poblaciones de larvas de T. solanivora, 
P. operculella y P. vorax se incrementan en suelo, dada la oferta de 
fuente alimenticia. 

Ajustar las dosis y sincronizar las epocas de liberacion de nematodos 
entomoparasitos depende del cultivo y del comportamiento biologico y 
poblacional del insecto bianco (Kaya v Koppenhofer, 1999), condicion 
acorde a los resultados obtenidos para las dosis usadas, ya que 
estadisticamente para este estudio no se muestran evidencias que 
permitan definir una dosis prcbablemente optima de recomendar; sin 
embargo, el evaluar las epocas de aplicaciones de modo no 
independiente mejorark x los resultados, ya que los niveles de control 
encontrados dependio mas de la capacidad de desplazamiento y 
busqueda que del numero de JI liberados. 
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Parasitismo de dos cepas de entomonematodos, una 

nativa {Steinernema feltiae, cepa Colombia) y otra 

introducida {Heterorhabditis bacteriophora cepa 

E-Nema®), sobre los seis estados de desarrollo de 

Cyrtomenus bergi Froeschner (Heteroptera: Cydnidae) 

en condiciones de laboratorio 

Elsa Liliana Melo M.% Carlos Alberto Ortega 0.**, 
Andreas Gaigl**, Ralf-Udo Ehlers***, Anthony Bellotti** 

Resumen 

El chinche de la viruela, Cyrtomenus bergi, cs una plaga que ataca las 
raices de muchos cultivos, ocasionando grondes perdidas. Ensayos de 
laboratorio mostraron como al aumentar la edad del insecto la 
susceptibilidad a los nematodos se increments. El primero, segundo y 
tercer instar son mas resistentes a la infeccion y mortalidad que el 
cuarto, quinto y adulto, sin presenter diferencias entre los aislamientos 
evaluados (Steinernema feltiae y Heterorhabditis bacteriophora). Estos 
efectos, comparados con ot^os obtenidos con anterioridad, muestran 
que los resultados no s* pueden generalizar para todas las cepas o 
estados de la plaga. /*• , 

V 

Introduccion 

El chinche subterraneo de la viruela Cyrtomenus bergi Froeschner 
(Hemipteia - Cydnidae) es una plaga chupadora polifaga que se ha 
reportado causando daho en cultivos de yuca (Manihot esculenta 
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Crantz), maiz (Zea mays L.), manf (Arachis hypogaea L.), papa 
(Solarium tuberosum L), sorgo (Sorghum bicolor(L.) Moench), cebolla 
(Allium fistulosum L. y Allium cepa L), palma africana (Elaeis guinensis 
Jacq.), cafe (Coffea arabiga L), cana de azucar (Sacharum officinarum), 
frfjol (Phaseolus vulgaris L.), arveja (Pisum sativum L), esparragos 
(Asparagus officinalis L), cilantro (Coriandrum sativum L), pastos y 
malezas (Bellotti etal., 1999; Bellotti y Garcia, 1983; Lac^da, 1983; 
Herrera, 1988). 

Posee siete estados de desarrollo de huevo a addto, pasando por 
cinco instares ninfales que se diferencian del aclto por ser el unico 
volador; todos estos se desarrollan en el suelo, incluyendo la etapa de 
copula y oviposicion. La repentina aparicion d<:. estos adultos en nuevas 
localidades sugiere una alta movilidad cor sus vuelos nocturnos (Gold 
et al., 1988). La especie C. bergi se alimenta al introducir su fuerte 
estilete a traves de la epidermis de "as raices, tuberculos y frutos 
subterraneos, dejando lesiones que facilitan la introduccion de 
patogenos del suelo como Aspergillus, Genicularia, Phytophthora, 
Diplodia, Phytium y Fusarium (CIAT, 1980). 

La distribucion geografica del chinche esta limitada a los geotropicos, 
en donde tiene su origcn; los cambios en la abundancia de plantas 
hospederas locales y su distribucion podrian influenciar la diversidad 
local de estos fitofagos (Strong et al., 1984). Asi, por ejemplo, el in- 
cremento de monocultivos de yuca durante la pasada decada (Coock, 
1982) podrfa ser la causa de la aparicion de esta plaga a principio de la 
decada dtl 30, epoca en la que se reporto por primera vez en este 
cultivo; a partir de entonces se ha incrementado, convirtiendose en un 
grave problema en muchas regiones a de Latinoamerica (Garcia y 
Bellotti, 1980; Arias y Bellotti, 1985), siendo reportado en Colombia 
(CIAT, 1980), Venezuela (Clavijo, 1981), Costa Rica (Carballo y Saunders, 
1990a), Panama (Aguilar etal., 1989), Brasil y Cuba (Riis, 1990). 
El control de C. bergi es diffcil por su comportamiento polffago y el 
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ambiente criptico en el que habita, dificultando su manejo por el alto 
costo de la aplicacion de pesticidas por las aplicaciones frecuentes, el 
riesgo ambiental al verse afectadas las poblaciones de organismos 
beneficos presentes en los suelos y, a su vez, la poca efectividad de 
aquellos (Bellotti et al., 1999). La mayor efectividad es la aplicacion 
directa al suelo, pero esto implica una mayor contaminacion de suelos, 
agua y fauna (Carballo y Saunders, 1990b), por lo qi;^. el uso de 
microorganismos entomopatogenos es la alternativa ims conveniente. 
En Colombia, en los ultimos 13 anos se han realizado investigaciones 
con especies nativas y foraneas de nematodos tntomopatogenos 
(nep's); entre estas se pueden destacar trabajc^ para el control del 
chinche con Heterorhabditis bacteriophora (Barberena y Bellotti, 1998) 
y Steinernema carpocapsae (Caicedo y Bellotti, 1994). 

En investigaciones con entomonematodos sobre esta plaga rizofaga, 
con aislamientos nativos (H. bacteriophora) e introducidos (S. 
carpocapsae) a diferentes ccncentraciones, muestran mayor 
susceptibilidad del quinto estado ninfal y los adultos, presentandose, 
por ejemplo, porcentajes de parasitismo del 60% para adultos y 10 a 
50% en ninfas, cuando se svaluo un aislamiento introducido. Otros 
resultados con cepas nativas muestran un promedio de parasitismo 
entre 65 y 100% para ninfas y de 85 a 100% para adultos. En otros 
estudios de invernadero se observaron parasitismos mayores al 50%, 
con dosis promedioc de nematodos de 25.000/ml (Barberena, 1996; 
Caicedo y Bellotti, 1994; CIAT, 2003). 



MATERIAI tS V METODOS 

Sitio de estudio 

Este estudio se realizo en el laboratorio de Manejo Integrado de Plagas, 

en el CIAT, bajo condiciones controladas (23 °C y 70 ± 5%) y total 

oscuridad. 

Cria de los insectos plaga 
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Para la realizacion de estos ensayos fue necesario tener crias masivas 
bajo condiciones controladas de laboratorio de los insectos: polilla mayor 
Galleria mellonella y chinche subterraneo. Con C. bergi se usaron 
especimenes de los seis estados de desarrollo; y con G. mellonella 
larvas del ultimo estado de desarrollo, necesarias para la multiplicacion 
de los nematodos y los controles en laboratorio. 

Cepas de nematodos 

Las cepas utilizadas fueron: una introducida, Heterorhabditis 
bacteriophora cepa E-Nema®, y una nativa, Steinerr.ema feltiae, cepa 
Colombia. Se uso la concentracion de 10.000 nomatodos infectivos/ 
ml. La multiplicacion de nematodos se realizo In vivo sobre larvas de 
G. mellonella. Las cepas se mantuvieron en agua destilada esteril, 
dentro de una incubadora, a total oscurid-.d y a 15 °C. 

Unidad experimental 

Se utilizaron vasos plasticos tranr.paientes con tapa, con capacidad de 
56 ml. A cada vaso se le agregc 20 g de arena esteril hidratada al 3%, 
un individuo de la plaga y un crano de maiz pregerminado (4 a 5 dias) 
para su alimentacion. A cado unidad se le aplico 1 ml de la suspension 
de nematodos y 1ml de ^gua destilada esteril (ADE). Para los controles 
se utilizo solo ADE. Ectas unidades se mantuvieron en condiciones de 
total oscuridad, dentro de bolsas plasticas negras para dar un efecto 
invernadero y evitar la deshidratacion. El alimento se cambio cada 
ocho dias y se c-.valuo 15 dias despues de la infeccion. 

Variables - valuadas 

Porcentaje de infeccion de nematodos. Para esta determinacion 
se consideraron tanto los individuos vivos como los muertos de todos 
los estados del chinche, los cuales se disectaron bajo el estereoscopio 
para establecer la presencia de nematodos en su interior, y determinar 
asf el numero de individuos infectados por entomonematodos en cada 
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tratamiento. 

Porcentaje de mortalidad del chinche C. bergi. Se determino 
disectando los individuos muertos, para establecer la presencia de 
nematodos en el interior y verificar que la muerte fue causada por 
estos patogenos. 

Diseno experimental 

El experimento se implanto en un diseno experimental completamente 
al azar (DCA), considerando dos factores en estudio que fueron: los 
seis estados de desarrollo del chinche y dos c Q pas de nematodos 
entomoparasitos, con un testigo absoluto sin t:inguna aplicacion y un 
testigo atipico de G. mellonella en arena, en -ajas de Petri para control 
de infectividad de las cepas. 

Se trabajo con 10 individuos por tratamiento, con cuatro repeticiones, 
mientras que para los controles de G. mellonella se utilizaron 20 larvas 
porcepa. 

A 
Analisis estadistico 

\S 

Se realizo un analisis dc varianza ANAVA para establecer diferencias 

estadisticas en cada variable del estudio. Posteriormente, a las variables 
con diferencias estadisticas se les realizo una prueba de significacion 
(Duncan P = C.C5) a fin de establecer los rangos significativos. Para el 
efecto se uso el paquete estadistico Infostat (2006). Debido a la 
presencia V; ceros y valores pequehos, fue necesario transformar los 



datos con la formula Vx + 1 ■ 

En las graficas se presentaron los datos originales en porcentajes, 
usando para esto el software MS Excel. Finalmente, para observar la 
tendencia del efecto de los tratamientos en los dos experimentos se 
hicieron regresiones. 
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Figura 1. Regresion de la variable infeccion de Ics sois estados de desarrollo de C. 
bergi con dos cepas de nep's [(Sf: Steinernen:<-, feltiae (cepa Colombia); Hb: 
Heterorhabditis bacteriophora (E-nema)]. Estados de desarrollo: 1 = primero; 2 = 
segundo; 3 = tercero; 4 = cuarto; 5 = quinto; 5 = adulto. 



Resultados 
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Porcentaje de infectivioad sobre los seis estados de desarrollo 

No se observaron diferencias significativas para las cepas, pero si para 
los estados de desarrollo. En estos se observo una tendencia de mayor 
infectividad para el cuarto instar (48,4%), seguida por los estados 
adulto (46,9%) / quinto (41%), frente al primero (33,4%) y el segundo 
instar (31,8%). 

Ademas de realizar un analisis de regresion, se observo que a mayor 
edad del chinche la probabilidad de infeccion aumento (figura 1). 



Porcentaje de mortalidad de la plaga 

Al igual que para la infeccion, no hubo diferencias para mortalidad 
entre cepas, pero si entre estados; de estos los mas susceptibles fueron 
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Figura 2. Regresion de la variable mortalidad de los ~eis estados de desarrollo de C. 
bergi con dos cepas de nep's [(S/v Steinerneinc feltiae (Cepa Colombia); Hb: 
Heterorhabditis bacteriophora (E-nema)]. Estados de desarrollo: 1 = primero; 2 = 
segundo; 3 = tercero; 4 = cuarto; 5 = quintc - 6 = adulto. 



el cuarto y quinto. Al realizar un =analisis de la regresion, la tendencia 
fue la misma que en la variable anterior: a mayor edad mayor mortalidad 
(figura 2). Estos resultados corroboran lo encontrado por Caicedo y 
Bellotti (1994) y Barbererv (1996), en donde siempre los estados 
mas avanzados fueron 'os mas susceptibles a otras cepas de nep's 
nativas (H. bacteriophora) e introducidas (S. carpocapsae). 

Queda todavia mucho por investigar con esta plaga y la posibilidad de 
manejo con os'os entomoparasitos, considerando los resultados 
obtenidos en cste estudio y en preliminares, donde han mostrado las 
posibilidauts de estos agentes de control. 

CONCLUSIONES 



No hubo diferencias en infeccion y mortalidad entre las cepas nativa 
(S. feltiae) e introducida (H. bacteriophora), con todos los estados de 
desarrollo de la plaga, pero si entre estos; los mas susceptibles a la 
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infeccion fueron el cuarto, quinto y adulto, siendo el cuarto y quinto 
estado los mas susceptibles y produciendo mayor mortalidad. 
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Evaluacion de concentraciones de Heterorhabditis 

bacteriophora (Italia) sobre larvas de segundo instar de 

Phyllophaga menetriesi (Coleoptera: Melolonthidae) 



Elsa Liliana Melo M.*, Carlos Alberto Ortega 0.**, 
Andreas GaigT, Anthonv C. Bellotti** 

Resumen 

o* 

La patogenicidad del aislamiento italiano del nenatodo entomoparasito 
Heterrhabditis bacteriophora fue evaluada Vente al estado II de la 
chisa Phyllophaga pos. bicolor, bajo cndiciones de laboratorio. 
Diferentes concentraciones fueron prcoadas, comportandose de igual 
manera las concentraciones mas bajas (32 y 100 IJs/larva) frente a 
las mas altas (307, 960, 2.000 y 3.000 IJs/larva), las cuales fueron 
iguales entre si, presentando un promedio de mortalidad del 96%, 
resultados muy promisorios ccnsiderando datos obtenidos previamente 
con otros aislamientos. Convderando las dificultades de la introduccion 
de nematodos, es impor'-a r ite la evaluacion de aislamientos o especies 
nativas para el control de esta plaga. 

V 

Introduccion £_. J 

Las larvas de ios escarabajos Melolonthidae (Coleoptera) son de las 
mayores o^yas rizofagas en Ios cultivos de yuca, esparragos y pasturas 
de diversas zonas de Colombia, causando serias perdidas economicas. 



* Autor para correspondencia: Centra International de Agricultura Tropical-CIAT. A. A. 6713, 

Cali. Tel.: 445 00 00, fax.: 445 00 73, E-mail: elmelogihotmail.com 
** Centra Internacional de Agricultura Tropical-CIAT. 
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En yuca, el dano se caracteriza por la destruccion de la corteza de las 
estacas sembradas, las cuales pueden podrirse y morir, y el ataque a 
las plantas jovenes (1-3 meses) ocasiona el marchitamiento de estas 
(Bellotti etal., 1983), el metodo de control mas frecuente es el qufmico, 
el cual no ha dado resultados satisfactorios a los agricultores. 

Dentro de las especies mas importantes se encuentra F h >yllophaga 
menetriesi, por lo que se la ha considerado como candinata para con- 
trol biologico por medio de nematodos entomoparasitos o 
entomopatogenos (Klein, 1990). 

En los ultimos 50 anos, diferentes tipos de Ptmatodos que atacan 
insectos han sido examinados como un potenc'ol para el control biologico 
de plagas (Federico, 2002). 

En Colombia, la busqueda de entomo-parasitos para el control de esta 
plaga esta bastante documentada. aunque en mucha menor proporcion 
comparada con la trayectoria int^rnacional (Amaya y Bustamante, 1975; 
Londoho, 1993; Londono y Perez, 1994; Sanchez y Vasquez, 1996; 
Saenz y Luque, 1999; Ranrviez, 2002); manteniendose el interes en 
estos agentes control ado res, por sus caracterfsticas y sus habitos 
similares a la plaga bianco. 

Los mas recientes estudios realizados muestran que el estado de 
desarrollo de \? plaga influencia el efecto biocontrolador de los 
nematodos, a<.!emas de la especificidad de ciertas cepas a determinadas 
plagas (Mcv, etal., 2005). 

Lo anterior motiva el planteamiento de este estudio en la busqueda de 
la mejor concentracion de una especie introducida del nematodo 
entomoparasito (nep) Heterorhabditis bacteriophora, cepa Italia, para 
el control de la larva 2 de P. menetriesi, en condiciones de laboratorio. 
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Metodologia 

Este experimento se llevo a cabo en laboratorio, bajo condiciones 
controladas (23 +/- 2 °C, 70 +/-5%) y en total oscuridad. 



Insecto bianco 

Se trabajo con chisas en estado larval 2, obtenidas de la crfa en 
laboratorio, las que se mantuvieron en vasos plasticos transparentes 
con capacidad volumetrica de 150 ml, con tapa. Las chisas se 
alimentaron con plantulas de arroz de 20 dia.- de germinacion, en 
suelo organico formado portierra capote:suelo (Santanderde Quilichao) 
en la proporcion 1:1. 



,* 



Nematodo biocontrolador 

Se utilizo la cepa italiana de H. hacteriophora, que resulto muy 
patogenica en ensayos previos (CIAT, 2004). Las concentraciones 
empleadas fueron 0, 32, 100, 307, 960, 2.000 y 3.000 Us/larva de 
chisa; valores que provinierori de una organizacion logaritmica (loglO), 
a fin de obtener una proporcion incrementada de la concentracion de 
nematodos. La aplicacior, de estas concentraciones se hicieron un dia 
despues de depositi- r la chisa y el arroz en los vasos; al testigo 
(concentracion 0) se le aplico unicamente agua destilada esteril. 

La evaluacion se realizo 20 dias despues de la inoculacion y para el 
efecto se ccr.tabilizaron las larvas muertas, dejandolas en camara de 
maduraci>5n (trampa White modificada) para la verificacion y 
recuperacion de los nematodos. 

Diseho experimental 

El experimento se implanto en un diseno experimental completamente 
al azar (DCA), en arreglo unifactorial que corresponde a las seis 
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concentraciones de nematodos entomoparasitos, con cuatro 
repeticiones. La unidad experimental estuvo conformada por 13 vasos 
plasticos con larvas individualizadas. 

Los datos se transformaron con la formula de Abbott (1925), luego se 
realizo un ANAVA y la prueba de Tukey para determinar la separacion 
de medias (P = 0,05). Se verified la normalidad con Id urueba de 
Shapiro y Wilks con los residuos (Infostat, 2006). 
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Resultados y discusion 

Los datos no muestran una respuesta clara do la dosis en cuanto a la 
mortalidad para las concentraciones de 3? y 100 Us, ya que estas no 
difieren significativamente del control, sin embargo, las concentraciones 
de 307 a 3.000 Us causaron entre ellas et mismo alto nivel de mortalidad 
(87 - 95%) (F = 70,53; gl = 5; f = 0,0001). Con estos datos se 
muestra la diferencia de la suscei-tibilidad de H. bacteriophora sobre 
la L2, siendo mas susceptible, on comparacion con la L3, que es mas 







Concentracion <le nematodos 



Figura 1. Mortalidad de larvas de segundo fnstar de Phyllophaga menetriesi infectadas 
con la cepa de nematodo Heterorhabditis bacteriophora (Italia) aplicada en diferentes 
concentraciones. Letras diferentes indican diferencias significativas (P = 0,05). 
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resistente. Del mismo modo, al aplicar 10.000 Us de H. bactehophora 
por larva se obtuvieron porcentajes de mortalidades de 12 y 35% 
sobre la larva 3 joven y madura, respectivamente (Melo et al., 2005). 
Esta especie de chisa ha presentado una marcada resistencia a las 
cepas de entomonematodos (Koppenhofer y Fuzy, 2003; Simard et 
al., 2001; Melo et al., 2004); resistencia que es un limitante para el 
uso de estos microorganismos como control biologico (C appaert y 
Koppenhofer, 2003). Sin embargo, algunos experirr.tntos previos 
muestran resultados promisorios con otras cepas de nep's para el 
segundo instar de Anomala orientalis con Hetercrhabditis sp., S. 
carpocapsae, S. glaseri, y S. longicaudum (Lee a 1 - al., 2002); lo ante- 
rior es muy importante en la medida que muestran la posibilidad de 
control en este estado larval 2 (Melo et al., /.005). 

En ese sentido, se debe considerar !=> evaluacion de cepas nativas 
promisorias, asi como las mejores dcsis,, viables comercialmente. Como 
se ve en estos resultados, ademas de conocer la dinamica de la 
poblacion en areas problema, se puede evaluar la epoca apropiada 
para hacer las aplicaciones, considerando que en regiones del Cauca 
la larva 2 se hace presente en los meses de noviembre y diciembre; 
ademas, se podria evaluar el uso conjunto con otros microorganismos 
u otras practicas culturales considerables dentro de un programa MIP. 

Koppenhofer y Fuzy (2004) plantean que hay efecto de los nematodos 
de diferente manera de acuerdo con el estado de desarrollo; pero este 
efecto es deoendiente de la especie de chisa y la cepa de nematodo 
emplead^v 

Basado en nuestras observaciones sobre la susceptibilidad de P. 
menetriesi a los nematodos aplicados, estan acordes con los 
recomendados para las chisas de 2,5 - 5,0 billones Us/ha, que podrfan 
ser factibles comercialmente (CIAT, 2004); queda verificar si los 
resultados pueden ser replicados bajos las condiciones de campo. 
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La concentracion, 307 IJs/ml, produjo 91% de mortalidad, no 
presentando diferencias con las concentraciones mas altas evaluadas, 
por lo que se la considera con mucha factibilidad comercial. 

La cepa de Heterorhabditis utilizada es introducida y, a pesar de 
presentar resultados promisorios, es conveniente seguir evaluando 
cepas nativas que muestren mayor patogenicidad. 
Quedan muchos aspectos por evaluar para responder a \c Inquietud de 
los agricultures de como y cuando controlar esta plaga, siendo este 
trabajo un comienzo, pues no se conocen estudiob previos sobre la 
evaluacion de estos entomoparasitos frente a P. ^lenetriesi . 

/ 
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Indice de Organismos 



Achroia grisella 10,13,44,82,150,153 

Ageratina 12 

Agromyzidae 21 

Agrotis ipsilon 10,21,24,148 

Allantonematidae 11 

Allium cepa 186 

Allium fistulosum 1 86 

Ancongnatha scarabaeoides 5,21 

Anomala 5,28,138,200 

Anomala cincta 5,166,168,172,173 

Anomala orientalis 143-169-198 

Arachis hypogaea 1 86 

Arthrobotrys 73,74,75,76,78,80 

Asparagus officinalis 1 86 

Aspergillus 1 86 

Astaena 138 

Bacillus cereus 33,35,37 

Beauveria bassiana 73,74 

Befaria 12 

Calamagrostis 12 

Carabidae 96 

Clavipalpus ursinus 82,201 

Coffea arabiga 1 86 

Coleoptera 1 0,21 ,25,29,4 J .97, 1 35 

137,166,1 J>< 
Compositae 69 
Coriandrum sativum 186 
Cortaderia 12 
Curculionidae 1 0,43,147 
Cyclocephr-,,3 28,138,168 
Cydnidae 23,136,185 
Cyrtomenus bergi 28,137,185 
Diplodia 186 
Diptera 21 
Elaeis guinensis 1 86 
Epitrix 178 
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Espeletia 1 2 
Exomala orientalis 140 
Fusarium 73,74,76,186 
Galleria mellonella 3,2^,^0,33,83, 

102,141,160,188 
Gelechiidae 10,21,43,60,136,147 
Genicularia 1 86 
Gliocladium 7 3,74,76,77 
Gregia 12 
Hei-nipte-a 28,185 
Heterorhibditidae 11,138,168 
Hetercrhabditis 31,57,91,139,166,174, 

188,194,199 
H. bacteriophora 29,136,166,187,194,197 
Holcus lanatus 60,62,68,71 
Hypericum 1 2 
Inga 28,31 

Lepidoptera 21,30,43,60,83,136,147,169 
Liriomyza braziliensis 21 
Manihot esculenta 28,31,185 
Melolonthidae 22, 28, 123, 166, 194 
Meloidogyne incognita 62, 68 
Mermithidae 11 
Metarhizium anisoplae 1A 
Miconia 12 
Mucoral 74, 77 
Noctuiidae 10,21 
Pentacalia 12 
Paecilomyces fumosoroseaus 73,74, 75, 

78,79 
Paecilomyces lilacinus 73,74, 75, 78, 79 
Phaenopsitylenchidae 11 
Phaseolus vulgaris 186 
Photorhabdus luminescens 59,113 
Phyllophaga 22, 28, 136, 138, 143, 166, 
173,181,197 
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Phyllophaga anxia 5 
Phyllophaga fusca 138, 168 
Phyllophaga menetriesi 136, 176, 168, 

171,194,197 
Phytium 186 
Phytophtora 186 
Phytophtora infestans 178 
Phytoseiidae 149 
Pisum sativum 186 
Plecths 138 

Poligonum segetum 60, 62, 68, 71 
Poliphilla comes 138, 168 
Popilia japonica 140 
Premnotrypes vorax 10, 43, 147, 177 
Pseudomona fluorescens 149 
Pthorimaea operculella 10, 21, 43, 147 
Pyralidae 13,30,44,83,150, 169 
Rhabditida 9, 21, 41, 60, 74, 82, 99, 124, U7 
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Rhabditidae 16,21,47 

Rhabditis 21,29 

Rhabditis colombiana 29 

Rhabditonematidae 16 

Rhizopus 73, 74 

Rhizotrogus majalis 138, 140,168 

Ricinus comunis 62, 68, 7 

Rumex crispus 60, C7, 70 

Ruta graveolens 6.?, 67, 71 

Sacharum officir.-u'um 186 

Scarabaeidae ''67 

Simulidae .' ; i 

Simulium simulium 21 

Solatium 10,21,22, 148 

Solanum phureja 10, 21 , 41 , 60, 83, 1 76 

Solanum tuberosum 10, 12, 41, 62, 82, 147, 186 



Sorghum bicolor 186 
Spergula arvensis 60, 67, 69, 71 
Sphaeruliidae 11 
Sphagnum 12 
Spodoptera 5, 69 
Staphynilidae 9C 

Steinernema carpocapsae 10, 11, 16, 187 
Steinernema rubanum 10, 16, 18, 20, 27 
Steinerne.'T'j feltiae 11, 17, 26, 41, 62, 
94, 103, 129, 132, 179, 189 
Steinernema glaseri 16, 54, 69, 91, 198 
Stei' \ a .rnema intermedium 10, 18, 20, 26 
Sih,nernema kraussei 28, 31 
Steinernema longicaudum 198 
Steinernema neocurtillae 10, 16, 20, 27 
Steinernema puertoricense 10, 16, 18, 

20,26 
Steinernema riobrave 10, 16, 18, 20, 27 
Steinernema scarabaei 136, 140, 141, 143 
Steinernematidae 16, 31, 42, 60, 74, 

82, 114, 147 
Swallenochloa 12 
Tagetes zipaquirensis 62, 67, 70, 71 
Tecia solanivora 10, 41 , 60, 81 , 125, 

136, 147, 176 
Tesselata 12 
Tetradonematidae 11 
Tetranychidae 96, 149 
Verticillium lecanii 73, 74 
Weinman ia 1 2 

Xenorhabdus bovienii 9, 33, 99, 114, 126 
Zea mays 186 
Zigorhunchus heterogamus 73, 74, 76 



